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Objetivos

e Quantificar a solubilizacao de fosfato em meio liquido;
e Medir o pH final do meio;

e Avaliar crescimento bacteriano por densidade 6tica;

e Comparar culturas puras e co-culturas;

e Relacionar crescimento com eficiéncia de solubilizacéo.



3.1. Inoculacao (24 de marco)

1. Suspender coldnias bacterianas em solugéo salina estéril.
2. Homogeneizar em vortex.
3. Ajustar turbidez para 0,5 McFarland.
4. Nos frascos erlenmeyer com 25 mL de NBRIP liquido, inocular 250 L de:
e Sa
e Sb
e Sa + Sb (co-cultura, volumes iguais)
e Solugéo salina

Incubar a 28 °C até segunda feira.



3.2. Quantificacao e avaliacao (30 de marco)

pH final e solubilizacao de fosfato
1. Homogeneizar suavemente o Erlenmeyer.
Transferir 2 x 3 mL para microtubo.
Centrifugar culturas (10.000 x g, 10 min).
Recolher sobrenadante e filtra-lo com filtro Whatman 42.
Medir pH final do sobrenadante filtrado.
Colocar 200 pL da amostra ou curva padrao (sobrenadante filtrado) na microplaca (fazer em triplicado).
Adicionar 40 puL of reagente 1 ((NH;)sMo,02,4.4H,0)

Incubar a temperatura ambiente durante 10 min num agitador orbital.
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Adicionar 40 uL do reagente 2 (verde de malaquite)
10.Incubar a temperatura ambiente durante 20 min num agitador orbital.

11.Medir absorvéancia a 630 nm.
Utilizar curva padrao para calcular Pi soltvel (ug/mL).



3.2. Quantificacao e avaliacao (30 de marco)

Medicao da OD
A OD deve ser medida antes da centrifugacao, mas apos sedimentacao breve do TCP.
1. Homogeneizar suavemente o Erlenmeyer.

2. Transferir 1 mL para microtubo.
3. Deixar sedimentar 2—3 min para reduzir particulas grandes de TCP.
4. Transferir cuidadosamente sobrenadante superior para cuvete ou microplaca (200 pl,

fazer triplicados).

5. Medir absorbancia a 600 nm.
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il Objetivos

e Avaliar quantitativamente a formacéao de biofilmes por estirpes
isoladas de sapal.

e Comparar formacéao de biofilmes em culturas individuais € em co-
cultura.

e Diferenciar biomassa total, fracao planctonica e componentes da
matriz.

e Avaliar a eficiéncia relativa de formacao de biofiime em co-culturas
versus culturas puras.



'l 3.1. Inoculacéo (24 de marco)

Transferir 1 mL de solucéo salina estéril para microtubo.
Suspender coldnias bacterianas em solucéo salina.
Homogeneizar em vortex.

Ajustar a turbidez para aproximadamente 0,5 McFarland.
Adicionar 180 pL de meio em cada poc¢o da microplaca.

Preparar as seguintes condi¢des: Sa (em triplicado), Sb (em triplicado), em Co-cultura (Sa + Sb,
volumes iguais de cada suspensao) e solucéo salina (controlo negativo)
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Inocular 20 yL em cada poco respetivo da microplaca.

Incubar a 28 °C até sexta feira




1 3.2. Quantificacao e avaliacao (30
de marco)

 A. Quantificacao da Fracao Plancténica

1. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para novos pocos.

2. Medir absorbancia a 600 nm.

- B. Quantificacao da Biomassa Total Solubilizada (acido acético)

1. Adicionar 200 pL de acido acético a 33 %, e ressuspender com
pipeta.

2. Medir absorbancia a 600 nm.



1 3.2. Quantificacao e avaliacao (30

de marco)
- C. Qula)ntificagéo de Biofilmes - polissacaridos/parede (violeta de
crista
* Adicionar 200 pL de violeta de cristal e deixar atuar durante 10-15
min.

« Lavar suavemente 3x com 200 yL agua estéril.

« Secar ao ar.

 Adicionar 200 pL de acido acético 33% para solubilizar o corante.
« Medir absorbancia a 570 nm.



3.2. Quantificacao e avaliacao (30

de marco)

4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sa Sa Sa Sa Sa Sa C- C-
B Sb Sb Sb Sb Sb Sb C- C-
C Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb C- C-
D Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C- C- C-
E Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C- C- C-
F Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb C- C- C-
G
H

1. Fraccao planctonica (amarelo) + biomassa total solubilizada (verde)

a 600 nm

2. Biofilme (azul) a 570 nm




OD planctonica|OD biofilme |indice normalizado
(600 nm) (570 nm) (biofilme/plancténico)

Controlo
negativo



