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Ao iniciar os seus estudos em microbiologia devera ter presente um conjunto de
regras e de conceitos muito elementares que o vao ajudar a realizar os trabalhos
laboratoriais. Nesta primeira Unidade vamos apresentar de uma forma simplificada,
algumas nocgdes que se irdo revelar de muita utilidade ao executar os trabalhos
propostos ao longo deste Manual. Assim, e se esta € também a sua primeira experiéncia
no laboratério, sera conveniente que realize os trabalhos praticos que lhe propomos
nesta Unidade.

1. Consideragdes gerais sobre seguranca no laboratorio

A seguranca num laboratério de microbiologia envolve implementacdo de
procedimentos particulares, associados as metodologias necessarias para manipular
culturas microbianas. Por um lado, devido as reduzidas dimensdes das células, que para
nés sao imperceptiveis, e por outro, pela necessidade de trabalhar com culturas
celulares puras, as quais podem conter um ndmero elevadissimo de células microbianas,
o laboratério devera estar organizado de forma a garantir a boa execuc¢éo dos trabalhos
gue lhe vamos propor. Em qualquer espaco laboratorial, os procedimentos a seguir
devem incluir o cumprimento de regras de funcionamento, de medidas de seguranca
obrigatérias e o manuseamento correcto e cuidadoso do material, dos reagentes
quimicos e do equipamento laboratorial. Atender a estes principios contribui para a
prevencao de acidentes e para impedir a existéncia de fontes de contagio ou de perigo

no local de trabalho.

Descrevem-se, seguidamente, um conjunto de regras basicas cujo cumprimento

deve ser obrigatério num laboratério de microbiologia.
v' Utilizar sempre uma bata limpa

v Limpar a bancada de trabalho convenientemente com &lcool etilico a 70% (v/v) e manter o

material em ordem
v’ Lavar as méos no inicio e no final de cada sesséo de trabalho experimental
v Manter os bicos de Bunsen e as lamparinas acesas apenas enquanto S&0 necessarios
v" Né&o comer, beber ou fumar no laboratério

v' |dentificar todo o material utilizando para isso marcadores de vidro apropriados
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No manuseamento de compostos quimicos considerados perigosos, evitar o contacto cutaneo ou
a sua inalagdo, recorrendo ao uso de uma hote, de luvas, mascara ou 6culos de protecgéo,

consoante as caracteristicas dos compostos
N&o pipetar com a boca

Estabelecer regras bem definidas para o circuito do material de vidro e de plastico no laboratorio,

assim como para a sua lavagem

Manusear com muita precaugdo certos materiais e aparelhos frageis e/ou muito sensiveis e
manté-los devidamente limpos. E o caso dos termémetros, cabecas de aquecimento

termostatizadas, aparelhos de medi¢&o de pH e balangas, entre outros
Nunca usar aparelhos sem conhecer em pormenor o procedimento de utilizago

Colocar as pipetas de vidro sujas em contentores de plastico com uma solugdo com detergente e

devidamente identificados para esse fim

Colocar as pontas sujas das pipetas automaticas num recipiente devidamente identificado para

esse fim

Antes de colocar na pia de lavagem do laboratério material de vidro sujo contendo
solucBes/suspensdes, deixar informagdo sobre os riscos do seu contetido, de modo a ficar

claro o destino que se Ihe deve dar

Colocar todo o material de vidro/plastico contendo suspensfes de microrganismos, no local

indicado para posterior autoclavagem

Colocar num local bem visivel e acessivel: os chuveiros (utilizados para uma primeira e rapida
descontaminacao), os extintores e o nimero do telefone de emergéncia (112) ou a extenséo

do guarda de seguranca

Antes de se abandonar o laboratério, verificar se todas as janelas se encontram devidamente
fechadas e se todos os aparelhos (placas de aquecimento, bicos de Bunsen, lamparinas,

autoclaves, microscdpios) se encontram desligados
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2. Agentes de desinfeccdo e de esterilizacéo

No sentido de impedir a contaminacdo das culturas microbianas com que se
pretendem desenvolver os trabalhos praticos de microbiologia, deve proceder-se a

desinfeccéo e esterilizacdo dos objectos necessarios e do ambiente.

A desinfeccdo de um determinado objecto ou ambiente, consiste na destruicéo,
inibicdo ou remocdo de agentes microbianos causadores de doencas ou de outros
problemas, como por exemplo a degradagédo de alimentos, com recurso a agentes fisicos
ou a agentes quimicos. Neste processo sao eliminadas as células vegetativas, mas nao
se promove a destruicdo de esporos. Muitos dos produtos de limpeza doméstica tais
como a amonia e a lixivia, sdo desinfectantes. Os desinfectantes domésticos, na sua
grande maioria, sao fortes agentes oxidantes. Os sabdes, sais biliares e fendis, actuam
por alteracdo da tensdo superficial na interface célula/meio. O 6éxido de etileno, o
glutaraldeido ou o formaldeido sdo os agentes quimicos de maior utilizagdo a nivel
industrial. Outros agentes como os alcoois promovem a desnaturacdo de proteinas e a

solubilizacédo de lipidos.

Duas regras importantes na utilizacao de desinfectantes sdo:

1. Usar sempre a forma mais concentrada que cause o minimo prejuizo ao tecido

ou superficie inerte a desinfectar;

2. Caso seja necessaria a utilizacdo prolongada do produto, deve aplicar-se uma

combinacdo de agentes ou intercalar com outros agentes eficazes.

A esterilizacdo de um determinado objecto ou ambiente, significa a destruicdo
completa de toda e qualquer célula viva em crescimento activo, numa forma vegetativa
ou em laténcia, incluindo os esporos. Os processos usados envolvem o recurso a

agentes fisicos e quimicos, como adiante se descreve.
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2.1. Agentes quimicos

- Hipoclorito de sddio

Trata-se de um composto muito apropriado para a desinfeccdo de superficies e
de ambientes. A concentracdo mais comum para essa finalidade é a de 1% (p/v).
Revela-se corrosivo para alguns metais e o contacto ndo deve exceder 30 minutos.
Apbs esse periodo deve proceder-se a lavagem e secagem das superficies ou

ambientes desinfectados.

- Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo muito eficazes na remo¢do completa de restos
organicos. O triclosan é dotado de actividade bactericida de amplo espectro, com

excepcao para a Pseudomonas aeruginosa.

- lodo

O iodo é um dos desinfectantes mais antigos para aplicagédo na pele e mucosas.
Actualmente, devido a sua ac¢do germicida e menor efeito caustico, sdo aconselhados

os compostos libertadores de iodo (iodoforos).

- Glutaraldeidos

Os glutaraldeidos s&do compostos que apresentam actividade maxima a
diferentes valores de pH. Conseguem ser efectivos contra todos os microrganismos
incluindo mesmo o bacilo da tuberculose. Embora sejam excelentes desinfectantes e
esterilizantes, ndo funcionam como anti-sépticos. Na medida em que provocam

irritacdes na pele, o contacto directo ndo deve ocorrer.

- Alcoois

Os alcoois etilico e isopropilico sdo normalmente utilizados para desinfec¢éo de
superficies e anti-sepsia da pele. Sdo compostos bactericidas de baixa poténcia e,
embora possam destruir o bacilo da tuberculose e o virus do herpes simples, ndo actuam

contra virus do tipo hidréfilo, como o da hepatite B. Ndo podem ser considerados como
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agentes de limpeza efectivos. Quando deixados por periodos prolongados em contacto

com a pele, tornam-se irritantes.

2.2. Agentes fisicos

Os agentes fisicos mais utilizados na esterilizacdo e desinfeccdo de ambientes
ou objectos sdo: o calor himido, o calor seco, a filtragdo e as radiagbes (Tabela 1.1).
Estas sdo sobretudo muito Uteis para esterilizacdo de espagos, salas, instrumentos e

materiais que nao suportam as temperaturas exigidas pelas técnicas do calor.

- Calor humido

A esterilizacdo por calor hiumido pode ser conseguida através da fervura,
autoclavagem ou pasteurizacdo. O calor humido conduz a destruicdo rapida de
organismos por coagulacdo das proteinas constituintes das suas células. O aparelho
mais utilizado na esterilizacdo de materiais e meios de cultura é o autoclave. Geralmente
os autoclaves de laboratério funcionam sob a pressdo de 1 atm e a temperatura de
121°C. A duracéo do tempo de esterilizagdo esta relacionada ndo sé com a temperatura,
como também com a relacdo superficie/volume da massa do material a esterilizar, ou
seja, com o tempo de penetracdo do calor. Para a mesma temperatura, 0os tempos de
tratamento térmico sao tanto maiores quanto maior for o volume do material a esterilizar.
De uma forma geral, os materiais ficam esterilizados em 20-40 minutos. O material a
esterilizar deve ser devidamente preparado. Assim, os frascos a esterilizar devem ser
tapados com rolhas de algoddo. Se apresentam tampas com rosca, estas devem ser
pouco apertadas para que haja saida de ar quente e entrada de vapor, de modo a evitar

0 seu rebentamento no autoclave.

- Calor seco

A esterilizacdo pelo calor seco pode ser alcancada pelos seguintes métodos:
flamejacdo, incineracdo ou estufa de ar quente. As estufas de ar quente atingem
temperaturas da ordem de 160-180°C, que provocam a oxidacdo e a desnaturacdo das

proteinas destruindo quer as células vegetativas, quer os esporos. Contudo deve ter-se



Unidade | 7

em atencdo que o uso de temperaturas muito elevadas e um tempo de exposicdo muito
prolongado podem interferir na estabilidade de alguns materiais, de que o aco é
exemplo, ou mesmo causar a sua deterioracdo, como € o caso de materiais como a
borracha e os tecidos. Como o poder de penetra¢do do calor seco € baixo, este método
s6 deve ser utilizado quando o contacto com o vapor é inadequado, nomeadamente com
materiais de vidro, outros materiais solidos termoestaveis ou alguns componentes do

laboratorio.

- Filtrac&o

E o método mais usado quando se pretendem esterilizar solugbes contendo
compostos quimicos termo-sensiveis como, por exemplo, vitaminas ou antibiéticos.
Neste caso, procede-se em primeiro lugar a preparacdo de solucdes stock que séo
esterilizadas por filtracdo. Em seguida deixa-se arrefecer o meio de cultura para valores
de temperatura inferiores a 50°C e adicionam-se entdo as solu¢des de vitaminas ou

antibioticos previamente esterilizadas.

Actualmente, os filtros encontrados no mercado sdo de acetato de celulose ou
policarbonato e permitem filtracbes com elevado grau de precisdo. Existem filtros com
dimenséo de diametro de poro variavel, no entanto, os mais utilizados para efeitos de
esterilizagdo tém poros de 0,45 ou de 0,2 um, os quais retém, respectivamente, as

células e virus presentes nas solucgdes.

Para esterilizar uma solucéo por filtracdo, deve passar-se a solucéo através de
um filtro, como por exemplo um filtro de seringa, e o filtrado tem que ser recolhido em

condi¢Ges de assépsia para que ndo ocorra contaminagéo do liquido esterilizado.

A esterilizacao de ar também pode ser conseguida por filtragdo. Uma camara de
fluxo laminar possui um sistema de filtracdo de ar por membrana. Esse ar filtrado é
pressionado para o interior da cadmara em feixes paralelos, obrigando o ar do interior a
sair pelos poros da caixa inferior (camara de fluxo vertical) ou pela abertura anterior
(cAmara de fluxo horizontal). Fica assim criado no interior da camara, um ambiente

estéril.
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Mecanismo de

Uso preferencial

Comentarios

Método accéo
Calor humido
Destréi bactérias, muitos
x virus, fungos e esporos;
Desnaturagao de ,
Fervura . Método de uso comum  alguns esporos
proteinas . Y
bacterianos e  varios
virus néo séo destruidos
Meios de cultura,
Desnaturacéo de §0Iug0es, materiais e Método eficaz de
Autoclave . instrumentos -
proteinas ) esterilizacéo
resistentes a
temperatura e pressao
elevadas
Inddstria alimentar, na Destroi bactérias;
Pasteurizacio Desnaturagao de producéo de produtos dependendo da
¢ proteinas lacteos, bebidas e temperatura e do tempo
conservas de exposicdo  pode
esterilizar
Calor seco
L Ansa, espalhador, Método  eficaz  de
Flamejacao agulha de platina esterilizacdo
_ ) Reducdo a cinzas de Pqpelg,, carcagas de Método  eficaz  de
Incineragéo todo o material, por animais, restos de -
s . x esterilizacéo
oxidagdo curativos (algodao,
gaze)
Oxidagdo de todo o Materials de v |Firo € Método eficaz de
Estufa . outros materiais I
material . esterilizacdo
resistentes a altas
temperaturas
Filtragao Remocio mecanica de Usad_a na ehr_mnaqao Remocé&o de balcterlas e
; . de microrganismos de fungos (pode n&o
microrganismos o .
liquidos termos- remover alguns virus)
sensiveis e do ar
Radiac6es
lonizantes (raios Destruig&o de DNA, Material sensivel ao Método  eficaz  de

gama)

Nao-ionizantes
(L)

formacéo de radicais
livres

Mutacdo do DNA,
formagdo de dimeros

calor (plasticos)

Centros cirdrgicos,
laboratérios

esterilizacdo

Uso restrito; controlo dos
microrganismos do ar
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- Radiacbes

As radiagbes sdo muito Uteis para a esterilizacdo de espacos, de salas, de
instrumentos e de materiais que ndo suportam as temperaturas exigidas pelas técnicas

do calor.

A esterilizacdo por radiacdo ionizante € uma técnica altamente eficiente,
econbmica e segura. As radiacdes de alta energia sdo utilizadas na esterilizacdo de

materiais cuja sensibilidade ao calor exige condic¢des particulares de tratamento.

A radiagdo ionizante promove a quebra das cadeias moleculares e induz
reac¢bes dos fragmentos com o oxigénio atmosférico ou com compostos oxigenados,
originando a morte das células. As radiagdes utilizadas incluem o0s raios gama,
produzidos a partir de cobalto-60 ou césio-139, e de raios catédicos produzidos em
geradores e aceleradores de electrdes. Os raios gama sdo radiagdes com poder
ionizante que promovem a alteracdo de compostos celulares. Estes raios tém elevado
poder de penetracdo sendo ideais para aplicacdo em objectos volumosos. Problemas

técnicos dificultam ainda a sua aplicacédo corrente em microbiologia.

A irradiacdo com luz ultravioleta (UV) é uma forma pouco satisfatéria de
esterilizacdo devido a fraca capacidade de penetracdo nos materiais e produtos a
esterilizar. A energia das radia¢des € absorvida por moléculas como o DNA, conduzindo
a alteracdes da estrutura molecular que poderdo ser letais para 0s microrganismos. Os
raios UV sado frequentemente utilizados na diminuicdo do nivel de contaminacéo de
espacos pequenos. Deve ter-se sempre presente que a lampada UV sé deve estar

ligada na auséncia de pessoas no laboratério.

3. Preparacéo de culturas microbianas

A preparacao de culturas microbianas, e em particular a inoculacdo da estirpe ou
estirpes microbianas que pretendemos fazer crescer, envolvem uma série de
procedimentos assépticos que deverdo ocorrer em condicdes apropriadas. Estas

questdes vao ser de seguida abordadas.
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3.1. Procedimentos assépticos

Ha certas precaucbes que devem ser tomadas durante a inoculacdo de uma
cultura microbiana de modo a evitar a contaminacdo das culturas, das pessoas ou do

ambiente:

v’ Certificar-se de que ao dar inicio as operac@es, todo o material necessario esta ao alcance

imediato, de forma a realizar o trabalho o mais rapidamente possivel
v' Desinfectar e arrumar convenientemente a bancada de trabalho

v Os recipientes devem estar abertos o minimo tempo possivel e, enquanto abertos, todo o

trabalho deve ser realizado junto & chama do bico de Bunsen

v" Uma vez abertos os recipientes, como tubos, baldes e frascos, o seu bocal deve ser flamejado
de imediato

v A fim de evitar as contaminagfes durante as manipulagdes que envolvam caixas de Petri, a

exposicdo das superficies internas estéreis deve durar o minimo de tempo possivel

v’ A extremidade das pipetas estéreis que vai ser colocada em contacto com as culturas celulares,
ou com os recipientes estéreis, ndo deve ser tocada nem entrar em contacto com superficies
ndo estéreis, como € o caso da roupa, superficie da area de trabalho, o exterior de tubos, de

balbes ou quaisquer outros materiais

A utilizacdo das ansas, pipetas e espalhadores, assim como a manipulacéo de
frascos, baldes e tubos de ensaio, em condi¢ces de assepsia, envolve alguns cuidados

particulares.

- Ansas

As ansas sao esterilizadas pela passagem na chama do bico de Bunsen, antes e depois de serem
utilizadas (Figura 1.1). Devem ser aquecidas até ficarem ao rubro para assegurar que todos 0s esporos
sejam destruidos. Devem ser agarradas quase pelo topo num angulo praticamente vertical. O dedo mindinho

deve ficar livre para segurar a tampa do recipiente.
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- Pipetas

Para transferir culturas, meios e solucdes estéreis devem utilizar-se pipetas

graduadas ou pipetas de Pasteur estéreis de acordo com as normas a seguir descritas.

1. Remover a pipeta de vidro do pacote pela extremidade que contém o tampéo de algodao, tendo

0 cuidado para ndo tocar mais do que o necessario de modo a segurar firmemente.
2. Colocar a pompete.

3. Segurar a pipeta como uma caneta mas ndo apertar a pompete. O dedo mindinho deve ficar livre
para segurar na rolha de algod&do/ tampa do tubo/ frasco.

4. Apertar a pompete com cuidado e retirar a quantidade de fluido necessaria mas que nao atinja
nem molhe o tampé&o de algodao.

5. Colocar a pipeta usada num contentor de plastico com desinfectante, devidamente identificado

para esse fim.

6. A pompete ndo deve ser retirada até a pipeta estar dentro do contentor de plastico, de modo a
evitar que gotas de cultura contaminem a superficie de trabalho.

Figura 1.1 - Esterilizacdo de uma ansa por flamejacéo a

chama do bico de Bunsen.
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- Frascos, baldes e tubos de ensaio

Quando se pretendem manipular frascos, baldes ou tubos de ensaio em

condigBes assépticas, deve proceder-se do seguinte modo (Figura 1.2):

1. Desapertar a tampa dos frascos/baldes ou tubos de ensaio de modo a poder ser retirada
facilmente.

2. Segurar o frasco/ tubo com a méo esquerda.
3. Retirar a tampa/ rolha de algod&o com o dedo mindinho da méo direita.
4. Nao pousar a tampa/ rolha de algodao.

5. Flamejar o gargalo do frasco/ tubo fazendo-o passar pela chama do bico de Bunsen.

6. Recolocar a tampa do recipiente.

Figura 1.2 - Flamejacdo do gargalo de um

frasco.

- Espalhadores

Os espalhadores sao usados para distribuir inéculos sobre a superficie de placas
ja preparadas com meios de cultura (Figura 1.3). Podem ser esterilizados em estufa uma

vez empacotados, ou por flamejacao com alcool.

- Esterilizagéo com alcool

A esterilizacdo de espalhadores com &lcool envolve os procedimentos que se

encontram ilustrados na Figura 1.4, nomeadamente:
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1. Mergulhar a extremidade do espalhador num pequeno volume de alcool a 70% (v/v) contido num

recipiente com tampa ou coberto com papel de aluminio.

2. Passar rapidamente através da chama do bico de Bunsen; o alcool vai arder esterilizando o
vidro.

3. Afastar o espalhador ligeiramente da chama até o alcool parar de arder.

4. Pousar o espalhador numa superficie estéril como uma caixa de Petri ou um copo graduado.

Figura 1.3 - Espalhamento de uma
suspensao de
microrganismos a
superficie do meio
solido na placa de
Petri.

O espalhamento deve
ser feito mantendo o
espalhador de vidro na

posi¢do vertical.

Figura 1.4 - Esterilizacdo de
espalhadores

com alcool.

3.2. Preparacédo de meios de cultura

A possibilidade de cultivar um determinado microrganismo em laboratério é
essencial para o seu isolamento e caracterizagdo do ponto de vista morfolégico,

fisioldgico, bioquimico ou genético. Deve ter-se em consideracdo que, dependendo das
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condi¢Bes de cultura, o microrganismo em estudo vai revelar diferentes caracteristicas.
Assim, a cultura de um microrganismo em laboratério constitui 0 primeiro passo que vai
conduzir ao seu estudo. E também a partir desta cultura que este pode ser classificado e

se pode proceder a identificagdo da espécie a que pertence. SO assim se podem

encontrar novas espécies, e/ou mesmo encontrar novas associagdes taxonémicas.

Os meios de cultura que se utilizam em laboratério e em condi¢des controladas,
podem ser sélidos ou liquidos. A sua preparacdo é um processo simples mas requer a

aplicacéo de certas regras:

v O material de vidro utilizado deve estar bem lavado para evitar a contaminagéo com detergentes

Ou outros quimicos
v As espatulas utilizadas na pesagem de componentes devem estar limpas

v' A &gua deve ser colocada previamente no recipiente e s6 depois se devem adicionar 0s
componentes para dissolugdo. Uma adicéo da agua posterior a colocagdo dos componentes
pode originar a formag&o de agregados que se colam ao fundo do frasco dificultando a sua

dissolugdo

v Se 0 meio contém muitos componentes, estes devem ser dissolvidos individualmente antes de
efectuar a mistura. O agar so deve ser adicionado a mistura apds 0s outros componentes

terem sido dissolvidos
v Os meios s6 devem ser preparados no momento em que vao ser esterilizados

v' Os frascos com meio de cultura para autoclavar ndo devem exceder a metade da sua

capacidade. As rolhas/ tampas devem estar pouco apertadas durante a autoclavagem

A sementeira de amostras recolhidas em ambientes naturais contém em regra,
populacbes mistas de microrganismos, pelo que devem utilizar-se meios de cultura
complexos que permitam o crescimento do maior nimero possivel de isolados. Contudo,
mesmo nestas circunstancias ndo € possivel detectar-se mais do que uma pequena
percentagem dos individuos presentes na populacdo inicial. Uma vez isolado um
determinado microrganismo, torna-se necessdria a sua caracterizacdo. Em estudos de

nutricao, inibicao, toxicidade ou outros, sdo utilizados de meios de composicao definida.

Os meios de cultura sélidos sdo usados para contagem de colonias de
microrganismos e para a multiplicacdo, isolamento e conservagdo dos microrganismos
isolados. O isolamento de determinados microrganismos € conseguido com maior

rapidez e eficicia se for realizado em meios de cultura selectivos/diferenciais. Os meios
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de cultura liquidos possibilitam o desenvolvimento de espécies contidas em populacdes

mistas e permitem a realizagdo de estudos de crescimento e nutricao.

- Meio YEPD

O meio YEPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) é o meio rico mais utilizado para
o crescimento de fungos e em particular de leveduras, sempre que nao sdo necessarias
condicdes especiais para 0 seu cultivo. Fornece um excesso de carbono e azoto, assim
como de aminoacidos, precursores de nucleétidos, vitaminas e metabolitos essenciais

para um optimo crescimento celular.

Composicdo do meio YEPD*

Extracto de levedura 5gl

Peptona 10 g/l

Glucose 20 g/l

Agar 20 g/l (para meios de cultura solidos)

*Pode usar-se a mesma receita reduzindo as concentragfes para metade, excepto o agar. O agar apenas ¢ adicionado na
preparacéo de meios de cultura sélidos.

Preparacéo de meio YEPD

1. Medir o volume necessario de 4gua desionizada para um baldo Erlenmeyer.
2. Pesar o extracto de levedura, a peptona e a glucose.

3. Adicionar ao baldo e agitar até dissolver.

4. Adicionar o agar e agitar até homogeneizar.

5. Perfazer o volume final desejado, adicionando agua e agitar.

6. Esterilizar o meio de cultura no autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

A solucéo de glucose também pode ser esterilizada por filtracao (filtros estéreis
de poro 0,45 pm) em condi¢cdes assépticas. Posteriormente, também em condicdes
assépticas, a solugdo de glucose pode ser adicionada a outra solucao j4 esterilizada. Por

fim, 0 meio é vertido em placas esterilizadas e deixado solidificar.
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- Meio LB

O meio LB (Luria-Bertani broth) é utilizado para crescimento e manutengéo de

bactérias.

Composicdo do meio LB

Triptona 109/

Extracto de levedura 59l

Cloreto de sédio 10 g/l

Agar 20 g/l (para meios de cultura sélidos)

Preparacédo de meio LB

1. Medir o volume necessario de agua desionizada para um baldo Erlenmeyer.
2. Pesar o extracto de levedura, a triptona e o cloreto de sodio.

3. Adicionar ao baldo e agitar até dissolver.

4. Adicionar 0 agar e agitar até homogeneizar.

5. Perfazer o volume final desejado, adicionando agua e agitar.

6. Esterilizar o meio de cultura no autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

Verter meios em placas de Petri

1. Retirar o frasco de meio com agar derretido do autoclave e deixar arrefecer até aos 50 °C, de

preferéncia num banho-maria.

2. Segurar o frasco com a mao esquerda junto a chama do bico de Bunsen e retirar a rolha com a

méo direita.
3. Passar o gargalo pela chama.

4. Retirar ligeiramente a tampa da caixa de Petri com a médo direita, verter o meio estéril na caixa e
recolocar a tampa (normalmente colocam-se 15-20 ml de meio por caixa de Petri); a base da
caixa deve ficar coberta, 0 agar ndo deve tocar na tampa da caixa e a superficie deve ficar

sem bolhas.

5. Passar o gargalo pela chama e recolocar a rolha.
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6. Agitar suavemente a caixa para assegurar que o meio fica uniformemente distribuido.
7. Deixar o meio solidificar na placa.

8. Guardar a placa em posicdo invertida.

3.3. Preparacéo de culturas microbianas

Uma vez que as leveduras, em particular Saccharomyces cerevisiae, se
encontram entre 0S organismos eucariontes cuja biologia celular tem sido melhor
estudada, este grupo de microrganismos foi seleccionado para exemplificar os
procedimentos que se seguem. Esta escolha prende-se também com a sua importancia
industrial, pois como € do conhecimento geral as leveduras tém um papel fundamental
em processos de grande importancia econdmica, como sao o fabrico do vinho e da
cerveja e a producdo de levedura para panificagéo. Por outro lado, a simplicidade da sua
organizacéo celular e o seu rapido crescimento em condi¢des controladas de laboratério,
fazem das leveduras e em particular a espécie S. cerevisiae, modelos experimentais

particularmente eficazes.

Preparacéo de uma cultura em estria de leveduras em meio sélido

1. Marcar a parte marginal da base de uma placa de Petri com as seguintes indicag¢des: meio de

cultura, organismo, data, identificacdo do grupo de trabalho.

2. Esterilizar uma ansa a chama e retirar uma ansada da cultura a isolar, fazendo deslizar a ansa

sem danificar a superficie do agar.

3. Espalhar a porcdo de cultura, riscando a superficie da placa e seguindo as setas como se indica
na Figura 1.5; entre cada novo riscado, passar a ansa na chama, realizar esta operagéo

fazendo deslizar a ansa sem danificar a superficie do agar.

4. Em vez de usar um ansa pode ser utilizado um palito autoclavado, neste caso utilizar um palito

novo por cada série de riscas.

5. Incubar as placas em posi¢do invertida, durante 2 a 3 dias a temperatura ambiente. Observar as

placas e registar a existéncia de colonias isoladas.
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Figura 1.5 -
Isolamento de
microrganismos
pela técnica de
cultura em estria.
A) Diagrama de
uma placa de
isolamento.

B) Aspecto de
uma placa de Petri
com colénias
isoladas.

Inoculagdo de uma cultura de leveduras por espalhamento em meio sélido

Antes de proceder a sementeira das placas, estas devem ser convenientemente
marcadas na parte marginal do fundo de modo a conter os seguintes dados: nimero do
grupo de trabalho, microrganismo, diluicdo da suspenséo e data do ensaio. A sementeira

pode ser feita em meio YEPD.

Preparacdo de uma série de dilui¢des decimais de uma cultura de leveduras

1. Preparar tubos de ensaio contendo 9 ml de agua desionizada.
2. Esterilizar em autoclave durante 20 minutos a 120°C e a 1 atmosfera.

3. Preparar uma suspensdo densa da levedura S. cerevisiae num tubo contendo agua estéril
(Figura 1.6).

4. Agitar o tubo de ensaio no vortex (cerca de 5 segundos).

5. Com uma pipeta estéril de 1 ml ou usando uma pipeta automatica com pontas estéreis, retirar

assepticamente 1 ml da suspenséo microbiana.

6. Introduzir o volume de 1ml da suspens&o no primeiro tubo de diluicio (10'1).

7. Homogeneizar a suspensdo por agitacio no vortex.

8. Com uma nova pipeta estéril retirar 1 ml da dilui¢&o 10" e transferir para outro tubo para obter a

diluicio 10
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9. Continuar este procedimento até obter a diluigao 10°,

Inoculacdo de uma cultura de leveduras por espalhamento em meio solido

1. Antes de proceder a sementeira das placas de Petri, estas devem ser marcadas na parte
marginal da sua base com as seguintes indicagfes: meio de cultura, organismo, diluicao,
data do ensaio, identificacdo do grupo de trabalho.

2. Seleccionar as trés dltimas diluigdes da suspensao de S. cerevisiae 104,10 e 10,

3. Agitar vigorosamente cada um dos tubos de ensaio contendo a diluigdo antes de proceder & sua

inoculagdo em meio sélido.

4. Entreabrir trés caixas de Petri com meio YEPD e colocar 0,1 ml de cada uma das trés diluicdes
(Figura 1.6).

5. Mergulhar o espalhador no copo contendo alcool puro e passé-lo na chama do bico de Bunsen
ou da lamparina. Deixar a chama apagar no espalhador e esperar cerca de 30 segundos até

ele arrefecer.

6. Passar o espalhador sobre a superficie do meio rodando as caixas de Petri com cuidado. Apds
algum tempo nota-se uma certa resisténcia na movimentacédo do espalhador, o que indica
que o indculo foi absorvido pelo meio.

7. Todas as placas de Petri inoculadas devem ser incubadas a temperatura ambiente, durante 24 a
48 horas. Verificar se todas as placas estdo devidamente identificadas antes de se

colocarem na estufa (25 a 30 °C).

As diluicBes decimais realizadas a partir de suspensdes densas de leveduras, se
forem adequadas, permitem-nos obter, em placas com YEPD, col6nias perfeitamente
isoladas o que possibilita a sua contagem com maior rigor. E fundamental que o nimero
de colonias desenvolvidas nas placas ndo seja demasiado grande porque algumas
células poderdo nao formar coldnias e a contagem néo sera correcta. Também néo deve
ser demasiado pequeno de modo a inviabilizar o significado estatistico da contagem. A
pratica usual mais valida, consiste em contar colénias apenas nas placas que tenham
entre 20 e 200 colénias.
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Figura 1.6 - DiluicBes decimais de uma cultura microbiana e inoculagdo por espalhamento em meio

de cultura solido.

Inoculagdo de uma cultura de leveduras em meio de cultura liquido

1. Utilizando uma proveta estéril, verter para um baldo Erlenmeyer de 250 ml estéril, 100 ml de
meio YEPD.

2. Com a ajuda de uma ansa estéril, adicionar em condicdes de assépsia, 0 microrganismo

proveniente de uma placa de isolamento previamente preparada (Figura 1.7).
3. Tapar o baldo e coloca-lo no agitador orbital durante 24 horas, a temperatura de 25 a 30 °C.

4. Observar e registar as alteracdes de turbidez da cultura ao longo do tempo.
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Figura 1.7 - Inoculag&o de uma cultura microbiana em meio de cultura liquido.

4. Manutencdao e utilizacdo de culturas microbianas puras

- Obtencéo de culturas puras

A capacidade de manter no laboratério culturas puras, € fundamental para uma
boa pratica microbiolégica. A concretizacao eficaz deste método € crucial por razes de

seguranca e manutencao da qualidade dos trabalhos a desenvolver.

Quando uma cultura aparecer contaminada, ndo é aconselhavel tentar remediar
a situacao tirando um inéculo de uma Unica coldnia da placa da cultura misturada, pois
ha a possibilidade de ndo se ser capaz de distinguir a cultura contaminada da cultura

original. Deve recorrer-se a colecgcdo de culturas do laboratério, tendo o cuidado de

manter o stock em condicdes de assépsia.

- Manutencéo de culturas

E conveniente manter uma cultura pura em stock. A maioria das culturas que sio
consideradas apropriadas para uso, sao também facilmente mantidas por sub-cultivo em
meio de cultura para crescimento. Para evitar os sub-cultivos, as culturas devem ser
mantidas em criotubos contendo meio liquido ao qual se adiciona glicerol (30%, p/v,
concentracao final), e congeladas a -70°C (Figura 1.8). Na auséncia deste equipamento,

podem manter-se a -20°C. O laboratério deve organizar a sua coleccdo de
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microrganismos, elaborando para isso um registo de cada uma das espécies, 0 meio de

cultura apropriado, bem como da sua origem.

Para retirar um novo indculo basta remover um pouco da cultura (por exemplo
com um palito estéril), e inocular pelo método do riscado numa placa de Petri com o
meio de cultura adequado.

Figura 1.8 — Manutencdo de culturas microbianas. A) Criotubo utilizado na manutencdo de

culturas microbianas a temperaturas baixas. B) Caixa de criotubos.
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