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TP 1 - Fermentagcédo em estado sélido - Produgéo de cogumelos
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2.4 Analise e discussao de resultados.
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3.1.1 Inoculacao das estirpes produtoras (Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis) em meio
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luteus
3.2.1 Preparar ensaio de interacgao em meio MHA entre Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis e
Micrococcus luteus.

3.2.2 Analise de resultados.
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5.1 Preparacao de meios de cultura.
5.2 Filtracdo de amostras de agua e inoculagdo em meios de cultura gerais e seletivos.
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6.3 Contagens de colonias. Constru¢do de uma curva de sobrevivéncia antes e apés irradiagéo
de material contaminado.

Resolucao de problemas.

6.4 Discussao de resultados.



TP/PLO — Preparacao de Meios de cultura
Notas gerais

Frascos Graduados com tampa azul — Frascos Schott:
e Ideais para a preparacao de meios de cultura;
e Astampas sado compativeis entre frascos (excepto o de 50 ml);
e O aroazul no bocal funciona como trava gotas.

Tubos Falcons:
e (Capacidade 15 ou 50 ml;

e Podem ser conicos e nesse caso sao compativeis com centrifugas
ou tém uma base de sustentacgao.

Algodao Hidréfobo:
o Util para fazer rolhas, protegendo a entrada de microrganismos;
¢ Naotem afinidade com a dgua como o préprio nome indica.

Meios de Cultura:

e GYA:glucose +extratodelevedurae agar. Permite o crescimentode
bactérias totais

e NB: Caldo nutritivo;

¢ NA: Caldo nutritivo com agar;

¢ MRS: Man, Rogosa, Sharpe)

e Meio MRS pH 5,5 + Agar a 2,2%
Prepararomeionumfrasco, medire acertaropHesddepoisdistribuirporfrascos
mais pequenoseadicionar o agar.

e Meio Miiller-Hinton semi-sélido
Utilizaro meio MHB (caldo)ejuntaroagar posteriormente (0,75%). A
distribuicdodo meio portubos (10 mlportubo)implicaacozedurapréviado
mesmo.

e Meio NA
Pesar de acordo com o fabricante e hidratar.

e Meio NB
Pesar de acordo com o fabricante e hidratar.
e Adicionar agar (2%) na preparagao de meio solido (NA).
e Meio PDA (potato + dextrose + agar)
Pesar de acordo com o fabricante e hidratar.
e Meio MC

Soitona 20g; peptona 10g; glucose 10g; cloreto de sddio 3.5g; sulfato de potassio 1g;
sulfato de magnésio 0.01g; agua destilada 1000ml. Ajustar pH a 7.0.

e Soroa0,85%

e SDW (Aguaesterilizadadesmineralizada).

Depois de preparados e antes da esterilizacdo os frascos sdo frouxamente fechados e
identificados.

Todos os meios e solugées sao esterilizados em autoclave a 1 atm, a 121° C e durante 20

minutos.



TP 1 - Fermentacdo em estado soélido - Producdo de cogumelos

Fundamento tedrico

Os cogumelos sao fungos, filo Basidiomycota, com um elevado valor nutricional, medicinal e
potencial biotecnoldégico. Conhecem-se cerca de 300 espécies comestiveis (ha quem refira mais
de 2000), 30 das quais foram domesticadas e, destas, apenas cerca de dez espécies sao
cultivadas comercialmente. O mercado Europeu e Americano é dominado quase exclusivamente
pela producéo intensiva do cogumelo Agaricus bisporus, ao contrario do mercado asiatico, onde
sdo produzidas e consumidas outras espécies em grande quantidade (p.e. Pleurotus ostreatus e
Lentinula edodes - Shiitake), designadas vulgarmente por cogumelos exdticos. O interesse dos
consumidores ocidentais por estas novas espécies tem vindo a aumentar nos ultimos anos. A
producgéo intensiva de cogumelos n&o € uma industria agricola artesanal, antes dependendo e
beneficiando dos mais recentes avancgos cientificos e biotecnoldgicos, apresentando bastantes
possibilidades de diversificacao e evolugéo. A produgao industrial de cogumelos envolve varias
operagdes que, caso mal executadas, podem causar decréscimos de produgéo ou até a perda
total da colheita: (i) selecao das estirpes e manuteng¢ao das culturas de micélios; (ii) preparacao e
propagagao do micélio em meio granulado ou de serradura (spawn), ou em meio liquido; (iii)
preparagao do substrato de produgéo (p.e. a base de serraduras, palhas e outros subprodutos
agroindustriais); (iv) inoculagéo e incubagao do substrato; (v) formagao de primérdios; e (vi)
frutificacdo e gestdo das colheitas. Os processos biotecnoldgicos de cultivo de cogumelos,
conhecidos também por fermentagdes em estado sélido, resultam em alimentos de elevado valor

nutricional, sendo boas fontes de proteinas e de outras substancias de interesse.

Objetivo

Neste trabalho os alunos vao isolar e purificar culturas de micélios a partir dos corpos frutiferos de
varias espécies de cogumelos, como por exemplo Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes. A
cultura pura de Pleurotus ostreatus vai ser depois propagada em meio granulado (spawn) e usada

para cultivar este cogumelo em substratos vegetais.



Organizacao do trabalho experimental

1° Sessao

Materiais

Exemplares de varias espécies de cogumelos comestiveis

Placas de Petri com meio de cultura sélido adequado para fungos (p.e. Agar de
Sabouraud ou MYP)

Pincas, bisturis, alcool, bico de Bunsen ou lamparina

Procedimentos

Marcar uma placa com meio de cultura com o0 nhome da espécie de cogumelo, data e
identificacdo do grupo de trabalho

2. Segurar o corpo frutifero e abrir ao meio, deixando visivel a carne interna do chapéu (nao
tocar nesta zona com as méaos; estes procedimentos devem ser executados em
condi¢des de assepsia)

3. Com um bisturi previamente esterilizado em etanol e flamejado, cortar um pequeno
pedaco da “carne” do cogumelo

4. Colocar o pedacgo cortado no centro do meio de cultura, pressionando levemente

5. Incubar a 25 °C, no escuro, durante uma semana

2° Sesséo
Materiais

e Placas de Petri com meio de cultura solido adequado para fungos (p.e. Agar de
Sabouraud ou MYP)

e Bisturis, alcool, bico de Bunsen ou lamparina
Procedimentos
1. Apds crescimento dos micélios, purificar os mesmos por transferéncia para novas
placas de Petri com meio de cultura e incubar durante uma semana (estes procedimentos
devem ser executados em condi¢bes de assepsia)

3° Sesséo
Materiais
~ . - . 1

e Frascos contendo graos de cereais humidificados e esterilizados

e Bisturis, alcool, bico de Bunsen ou lamparina
Procedimentos

1. Verificar se os micélios dos cogumelos se encontram purificados (pela auséncia de
crescimento de coldnias de outros microrganismos nas placas) [Figura 1A]

2. Com um bisturi, cortar trés a quatro pedagos de agar em que cresceu 0 micélio
purificado de Pleurotus ostreatus [Figura 1B] e transferir para um frasco contendo gréaos
de cereais esterilizados (estes procedimentos devem ser executados em condigbes de
assepsia)

3. Agitar bem os frascos

4. Incubar a 25 °C, no escuro, durante duas semanas (deixar folga na tampa para permitir

trocas gasosas) [Figura 1C]
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1 Preparar previamente, do seguinte modo: ferver os graos de cereais durante cerca de 1h, escorrer bem,
misturar com 0,5% (p/p) de gesso em po e distribuir por frascos de 1 L com tampa metdlica. Esterilizar no
autoclave (1 h a 121° C). Manter refrigerados a 4° C, rolhados, até utilizacao.

4° Sessao e seguintes

Materiais

Sacos plasticos contendo palha triturada e tratada termicamente2
Procedimentos

1. Verificar se os frascos de cereais se encontram completamente colonizados pelo micélio

do cogumelo e livres de contaminagdes [Figura 1C]

Agitar de modo a soltar os gréos de cereais

Transferir uma porgéo dos cereais colonizados para os sacos contendo palha, agitar bem

e perfurar os sacos em alguns pontos com um bisturi

4. Incubar os sacos a 20 - 25 °C, durante cerca de duas a trés semanas (até a palha ficar
colonizada pelo micélio; a luz ou no escuro) [Figura 1D]

5. Apés colonizagao, transferir os sacos para um local mais fresco e humido (ir borrifando
com agua para manter humidade), com luz natural ou fluorescente (mas com ciclo
dia/noite)

6. Apoés alguns dias (2 - 5) vao comecar a formar-se primérdios nas aberturas [Figura 1E] e,
apos mais dois a trés dias, comegam a formar-se os corpos frutiferos (cogumelos)
[Figura1F]

7. Colher os cogumelos antes de abrirem o chapéu completamente. Caso contrario
comegam a libertar grandes quantidades de esporos e a contaminar o laboratério.

wnN

2 Preparar previamente, do seguinte modo: obter ou triturar palha em pequenos pedacos e pasteurizar,
mergulhada em dgua quente (~ 80° C) durante cerca de uma a duas horas. Escorrer e distribuir por sacos
de pléstico (transparentes ou pretos). Usar no proprio dia ou seguinte. Em alternativa, mergulhar a palha
em 4gua fria durante cerca 12 a 24 horas, escorrer, distribuir por sacos (de polipropileno) e esterilizar no
autoclave (30 min a 121° C)



Figura 1. (A) Micélio purificado de Pleurotus ostreatus; (B) llustragdo da transferéncia de
pedagos de agar com micélio para inoculagao de frascos de cereais esterilizados; (C) Diferentes
fases da colonizagao dos frascos com cereais esterilizados (o frasco mais a direita encontra-se
completamente colonizado); (D) Saco de palha quase totalmente colonizada com o micélio de
P. ostreatus; (E) Primérdios de P. ostreatus; (F) Corpos frutiferos maduros de P. ostreatus.



TP 2 - Evoluca P laciao B riana na Fermentaca ve em
Chucrute

A chucrute resulta de uma fermentagéo dos agucares, presentes na couve, a acidos por bactérias

laticas naturalmente também presentes nas folhas.

As bactérias laticas sdo os organismos mais importantes envolvidos na fermentagéo da chucrute.
Também podem estar presentes outros microrganismos que caso tenham condi¢des, podem
desenvolver-se e interferir na fermentagao. A qualidade do produto final depende, sobretudo, do
controlo dos microrganismos indesejaveis durante o processo fermentativo. Num processo bem-

sucedido as bactérias laticas devem predominar.

Os produtos finais desta fermentagéo sao o acido latico e pequenas quantidades de acido acético
e propionico, CO2, pequenas quantidades de alcool e uma mistura de ésteres aromaticos. A
acidez ajuda a controlar organismos contaminantes e contribui para um maior tempo de
prateleira.

Glicose Ce H1 206

GLICOLISE
Citosol
2ATP

Acido piravi
2 Acido piravico clHdo3

’— FERMENTACAO ——‘

HOMOLACTICA HETEROLACTICA
2 CH,CHOHCOOH CHCHOHCOOH + CHOH + co,

Acido lactico Acido lactico Etanol

Para que os resultados desta fermentagéo sejam otimizados existem 4 fatores seletivos

indispensaveis:

e A acidez ajudaacontrolarorganismos contaminantes e contribuiparaum

maiortempode prateleira;

e Aausénciade ar excluitodos os contaminantes aerdbios que poderiam oxidar os
acidos organicos, originando produtos laterais que iriam prejudicar o sabor do
chucrute;

e A temperatura 6tima da fermentagao da couve em chucrute é entre os 18
e 21°C;

e O sal ajuda a extrusao do suco da couve favorecendo o desenvolvimento
das bactérias mais apropriadas a fermentagéo,confere caracteristicas

hddfiase da sabor a couve.



Objeti

O objetivo desta experiéncia é registar as alteragdes da populagdo microbiana, do pH e
da produgao de acido latico durante a fermentagdo espontanea da couve-lombarda a

chucrute.

Organizacio do traball . I

Estudar a evolugao da populacao bacteriana no tempo a partir da determinacao de:

e Medir o pH correspondente aos diferentes dias de incubagéo;
e (Calculara concentracao de acido latico (através de uma titulagéo);

e Realizar uma contagem do numero de células (cfu/mL) em meio MRS pH 5,5

e em meio GYA.

Em cada turma serdo formados 4 grupos. Cada grupo preparara diferentes tempos para

estudo da evolugéo da populagéo bacteriana. (T0,1,2,3,4, 5 e 7 dias).

12 Sesséo

Preparacao da couve. Doseamento de acido lactico e inoculagdo da amostra inicial (TO).
22 Sessao

Doseamentos e inoculagdo das amostras relativas a primeira semana de fermentagéo.
32 Sessao

Contagens de colonias em meio GYA e MRS.

42 Sessao

Analise e discussao de resultados.

Bibliografi

Beganovi J; Kos B; Pavunc A.L.; Uroi K.; Joki M.; Su“skovi J. (2014) Traditionally produced

sauerkraut as source of autochthonousfunctional starter cultures. Microbiological Research 169

623-632.

Michael J. Waites, Neil L. Morgan, John S. Rockey, Gary Higton. 2001 Industrial Microbiology,

Blackwell Science.

Viander B.; Maarit M. Palva A. (2003) Impact of low salt concentration, salt quality on natural

large-scale sauerkraut fermentation. Food Microbiology 20: 391-395.
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1° sessédo
2.1. Preparagao da couve para a fermentagdo. Doseamentos da amostra inicial.

1. Retirar as folhas danificadas e as exteriores da couve.

2. Descarogar e cortar a couve em tiras de alguns milimetros de largura.

3. Pesar a couve cortada e misturar sal (NaCl) na quantidade de 3% desse peso. 4.
Pressionar a mistura da couve com o sal de forma a libertar o suco da couve.

5. Acondicionar a mistura em frascos.

6. Distribui-se o suco pelos frascos juntamente com as folhas de couve; fazendo
pressao para impedir condi¢cdes de aerobiose, colocando asfolhas velhas por cima para
fazer uma camada protetora e fechar bem os frascos.

7. Incubara 20° C.

8. Proceder a analise microbioldgica e quimica.

Analise Microbiolégica

Num tubo de ensaio estéril colocar 1 mL de suco + 9 mL de soro, a partir deste
realizar entdo as dilui¢des (100ul suco + 900ul soro num microtubo)

Meio GYA: 101 102 e 10
Meio MRS: 10° 10" e 102

Inéculo 20 pl (2 réplicas por diluigdo)

Andlise Quimica
Retirar 5 mL de suco da couve e medir o pH com um elétrodo;

Apds a medicéo de pH, adicionar 5 mL de agua destilada e ferver para
eliminar o CO2.

Arrefecer, adicionar duas gotas de fenolftaleina (indicador de pH) e titular
utilizando NaOH 0.01M comao titulante.

Massa molecular do acido latico = 90

% acido lactico
_ (volem ml de NaOH) x normalidade do NaOH x massa molecular acido lactico

10 x (vol em ml da amostra)

Trata-se de uma férmula bastante aproximada porque outros
acidos - como o acido acético - podem ser produzidos, em
particular se predominarem organismos heterofermentativos
como espécies de Leuconostoc e Streptococcus. No entanto a
férmula é uma medida adequada da formagao de acido latico
se predominarem organismos homofermentativos como

espécies de Lactobacillus e de Pediococcus.

11



22 sessao e seguintes

2.2 Doseamentos e inoculagdes das amostras relativas a primeira e segunda semana de fermentagao

1. Examine e faga as contagens nos meio MRS e GYA das coldnias relativas ao TO.

2. Remova uma amostra de suco relativa a cada dia de incubagao para determinar o pH e a quantidade

de total de 4cidos de acordo com o feito na 1% sessao, mas utilizando uma solugdo de NaOH 0,1 M.

De acordo com o tempo de incubacgao, preparar diluicdes apropriadas de suco e inocular 0,02 mL em
caixas de Petri com meio GYA e MRS (como fez na sesséo anterior).

Dia 0 MRS: 10°, 107, 107 GYA: 107,107,107

Dias 1,2,3,4,5,6e¢7| MRS: 10}, 102,10, 104, 10°,10° | GYA: 10,102,107, 104,107,10°

Analise de resultados:
Represente os resultados em dois graficos, um que represente a variagdo do nimero de microrganismos totais

e de laticos ao longo do tempo e outro que sumarize os resultados da variagéo do valor de pH e da quantidade

de acido latico formado ao longo do tempo de fermentagao da couve.
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TP 3 — ntrol r imento microbian
1 Pr a D men ntibioti

Fundamen Ori

Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario capazes de inibir o crescimento de
outros organismos, mesmo quando utilizados a baixas concentragées. Atualmente sao
conhecidos milhares de antibidticos diferentes, mas apenas cerca de duas centenas séo
comercializados, constituindo o produto de origem microbiana de maior valor comercial.

Dois exemplos de culturas produtoras de antibidticos s&o Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis,
o antibidtico por elas sintetizado é a bacitracina. Existem varios fatores que influenciam ou
controlam a produgéo deste antibidtico, como a concentragdo de fosfato, a concentragcdo de

glucose e a presenca de ibes metalicos divalentes (Mg™ Mn™", Fe™).
Quando uma estirpe sensivel a bacitracina (neste trabalho utilizaremos Micrococcus luteus) é
exposta a este antibiético havera uma zona em que o seu crescimento sera inibido. A essa zona

chama-se halo de inibigéao.

Para dosear a bacitracina produzida sera utilizado o método de difusdo em agar, baseado na
relagcdo linear existente entre didmetro dos halos de inibigdo de crescimento de uma estirpe
indicadora (sensivel) e o logaritmo da concentragdo do agente inibidor (solu¢des de bacitracina
de concentragéo conhecida).

Obieti
1 - Proceder ao doseamento de bacitracina, produzida por Bacillus licheniformis e Bacillus

subtilis.

2 - Detegéo de atividade antimicrobiana num ensaio de interacdo em meio solido entre Bacillus

spp. /Micrococus luteus.

3 Controlo de qualidade associada as condi¢des de trabalho.

Organizacio do traball . I

A curva-padrao de doseamento de antibidtico é construida a partir dos halos observados em M.
luteus com discos embebidos em solugdes de bacitracina com as seguintes concentragdes: 50;
75; 100; 125; 150 ug/ml.

Bibliografi

Balouir M.i; Sadiki M.; Ibnsouda S. K. (2016) Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity:
A review. Journal of Pharmaceutical Analysis 71-79.
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Protocolo experimental

12 Sessao

Inoculagéo da estirpe produtora (Bacillus licheniformis | Bacillus subtilis) em meio liquido MC.

Placa de isolamento da estirpe sensivel (Micrococcus luteus).

22 Sessao
Preparacao das solugdes-padrédo de bacitracina e dos sobrenadantes de Bacillus licheniformis/
Bacillus subtilis crescidos em meio MC.

Preparacao das placas com a estirpe sensivel.

Embebicao e colocagéo dos discos.

3?2 Sesséo

Medicao dos halos de inibigdo de crescimento.

Construgéo da recta-padréo.

Doseamento da bacitracina produzida pela estirpe em estudo.

Registar os resultados do ensaio de interagéo.

12 sessao
3.1.1

Inoculagao das estirpes produtoras. Placa de isolamento da estirpe sensivel.
1. Inoculagdo das estirpes produtora de bacitracina em 25 mL de meio MC. Devera fazé-lo

partindo de uma cultura overnight no mesmo meio. Incubar a 37° C, com agitacao até 48h.

2. De forma semelhante proceda a inoculagdo de cada estirpe produtora, em meio liquido,

em conjunto com Micrococcus luteus. Incubar a 37° C, com agitagéo até 48h.

3. Inoculagdo em NA de Micrococcus luteus. Incubar a 37° C durante 48h.

22 sessao

3.1.2

Preparagao dos sobrenadantes de B. licheniformis e B. subtilis e das solugbdes padrao de

bacitracina

e A partir da cultura da estirpe produtora em mono e em co-cultura, retirar aliquotas de 1
mL, centrifugar durante 10 min a 12 000 r.p.m. (microcentrifuga) e recolher o
sobrenadante para um tubo esterilizado e voltar a a centrifugar nas mesmas condigoes.

Recolher o sobrenadante final e identificar.
14



A partir da bacitracina comercial fornecida, preparer por diluigdo solu¢des com 75; 100;

125; e 150 pg/mL.

Preparacao das placas com a estirpe sensivel:

Inocular quatro tubos de meio MHAss (semi-sélido), fundido e arrefecido a 50° C, com
uma suspensao de células de Micrococcus luteus a partir da placa de isolamento
efectuada anteriormente (de modo a obter uma concentragdo final de cerca de 10°- 10’
células/ml).

Misturar bem, evitando a formagéao de bolhas de ar.
Verter o conteudo do tubo sobre placas de MHA e deixar soldificar.

Dividir em quadrantes, identificar cada setor (concentragdo de bacitracina 75, 100 e 125
pg/mL) e o ultimo quadrante com o sobrenadante da cultura de concentragédo
desconhecida (B. subtilis e B. licheniformis);

Repetir o passo anterior mas em que o ultimo quadrante terd o sobrenadante resultante
do crescimento em co-cultura e em meio liquido da estirpe produtora de antibiético com
Micrococcus luteus.

A quarta caixa de MHA inoculada com M. luteus serd utilizada no ensaio de interacdo em
meio sélido com B. subtilis e B. licheniformis.

Embebicao e colocagao dos discos de papel de filtro:

Embeber discos de papel de filtro (Difco antibiotic assay discs) nas solug¢des de bacitracina

preparadas e no sobrenadante de cada cultura. Colocar estes discos na placa preparada

anteriormente, em posigao equidistante, fazendo ligeira pressao para garantir adesao.
Nota:acolocagdodosdiscoséfeitarecorrendoaumapingametalica

esterilizada. Aesterilizagdodesta pinga é feita em alcool, retira-se o
excesso de alcool e flameja-se a pinga a chama.

Colocar a placa a 4° C durante 30 minutos a 4 h, para facilitar a difusdo da bacitracina
para o meio. Retirar a placa do frigorifico e incubar na estufa a 37 ° C, durante 24 h.

32 sessao

3.1.3

Medicao dos halos de inibigdo de crescimento e doseamento de bacitracina

1. Apds incubagao, medir o didmetro dos halos de inibigdo de crescimento a volta dos discos de

papel de filtro.

2. Representar graficamente o didmetro do halo em fungao de log [bacitracinal.

Testar a significancia do método fazendo uma analise de regressao

3. A partir da reta obtida, calcular a concentragdo de bacitracina existente no sobrenadante de

cada cultura testada.

4. Comparar e discutir os resutados.
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12 Sessao

3.2.1 Realizar um ensaio de interagao Bacillus spp. /Micrococus luteus em meio MHA

inoculando em meio sdlido as estirpes produtoras por riscado a superficie e Micrococus

B. licheniformis

B. subtilis

NS

luteus por incorporacgao.

22 Sessao

3.2.2 Analise de Resultados

Registar os resultados do ensaio de interacao:

Interacdo sem efeito no crescimento, quando ndo houver alteragées no crescimento da bactéria

indicadora, crescendo esta ao longo da linha de inoculagéo e junto a bactéria produtora.

Interagéo com inibigdo do crescimento quando houver auséncia total do crescimento da bactéria

indicadora na zona de contato desta com a bactéria produtora.

Comparar os resultados obtidos em meio liquido e sdlido.

Bibliografi

Bhuyan, S. K., Bandyopadhyay; P., Kumar P., Mishra; D. K., M.; Prasad R.; Kumari A.,
Upadhyaya K. C.; Varma A.; 2 & Yadava P. K. (2015) - Interaction of Piriformospora indica with
Azotobacter chroococcum. Scientific Reports volume 5:13911 | DOI: 10.1038/srep13911
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TP 4 - Biotransformaca roi

Fund to teori

Os esterdides sao lipidos simples derivados do hidrocarboneto tetraciclico

peridrociclopentanofenantreno: trés anéis A, B, C cada um com 6 atomos de C e um anel D com 5

atomos de C.
e
Os esterdides diferem entre si consoante: [ & I 5 ]
e Numero e posigéo das duplas ligagdes; l/ A 1 B T
. ~
o SR i, R

e Configuragédo dos anéis em relagdo uns aos outros;

e Configuragéo das ligagdes entre os grupos funcionais substituidos e o nucleo (a ou

B)-

A partir do substrato Cortexolona Curvularia lunata efectua a 11B-hidroxilagdo do C-11 do nucleo

esterodide, este fungo é utilizado na sintese comercial do Cortisol (11B- Hidroxicortexelona).

As propriedades terapéuticas da cortisona e do cortisol foram aumentadas pela introdugao
microbiana de uma dupla ligagao entre os atomos C-1 e C-2 do nucleo esterdide (Desidrogenacao
Microbiana) formando-se respectivamente Prednisona e Prednisolona.
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Todas estas transformagdes microbianas tiveram um efeito significativo no custo das hormonas

esteroides e consequentemente na industria quimico-farmacéutica.

Tendo em conta os produtos extraidos apds transformacdo dos esterdides (cortexolona e

progesterona) podemos classificar os fungos que vamos estudar em trés grupos consoante a

atividade transformante apresentada:

1 — No primeiro grupo incluimos os fungos que apresentam um sé produto final.

Substrato Enzima Produto Enzima Produto final
intermediario
Cortexolona 11B- 11B- Desidrogenase Prednisolona
hidroxilase Hidroxicortexelona
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2 — No segundo grupo incluimos os fungos que transformam a cortexelona em dois produtos

finais 11B-Hidroxicortexelona e Prednisolona.

Substrato Enzima Produto final Enzima Produto final
Cortexelona 11B- 11B- Desidrogenase Prednisolona
hidroxilase Hidroxicortexelona

3 — No tergeiro grupo incluimos os fungos que apresentam apenas a capacidade de

hidroxilagao 11 B, resultando um unico produto final :11B-Hidroxicortexelona

Substrato Enzima Produto final
Cortexelona 11B- 11B-

hidroxilase Hidroxicortexelona
Obieti

Avaliar a atividade transformante de esteréides por fungos filamentosos tendo em conta a

identificacdo dos produtos extraidos apds transformagao do substrato.

Organizacio do traball . |

Cada grupo de alunos testa a capacidade de transformacdo de um esteréide por um fungo

filamentoso, além de preparar uma cultura sem o esterdide a testar, que funcionara como

controlo.

Bibliografi

Donova, M. V., & Egorova, O. V. (2012). Microbial steroid transformations: current state and
prospects. Appl Microbiol Biotechnol .(94):1423—-1447.

SABRIEH GHASEMI , RASOOL KHEYRABADI & ZOHREH HABIBI (2014) Microbial
transformation of hydrocortisone by two fungal species Fusarium fujikuroi PTCC 5144 and
Rhizomucor pusillus PTCC 5134 . Biocatalysis and Biotransformation 32(3):168-172.
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Protocolo Experimental
MATERIAL BIOLOGICO - Culturas em meio sélido de estirpes de Cladosporium sp.;
Penicillium sp. e Alternaria sp.
MEIOS DE CULTURA - Meio de transformacdo (Meio T): Glucose 2%; Peptona 2%: Fosfato de
potassio 1%; Sulfato de magnésio 1%. pH 4,7. Esterilizar a temperatura de 121°C durante 15
minutos.
Substratos testados — cortexolona e progesterona.
Padroes - ergosterol, cortexolona, progesterona, 11B-hidroxicortexelona, 11a-
hidroxiprogesterona e prednisolona.
Utilizar SEMPRE material de vidro.

12 sessao

Adicao dos substratos ao meio de transformacgao e posterior inoculagao

e Em condigbes de assépsia distribuir com uma uma pipeta esterilizada 20 mL do
meio de transformagéo para cada um de trés frascos Erlenmeyer de 100 mL
esterilizados.

e Pesar 40 mg de cortexolona e 40 mg de progesterona para cada um de dois
copos esterilizados. Adicionar a cada um 2 mL de metanol. Dissolver.

e Pipetar 0,5 mL da solugdo em metanol de cortexelona / progesterona, para dois
dos frascos preparados em 3.1.

e O terceiro frasco funcionara de controlo.

e Preparar uma suspensao de esporos a partir do fungo fornecido em meio sélido.

e Adicionar cerca de 20 mL de meio T+0,1%Tween 80. Raspar o micélio

e Filtrar por um funil de algodao hidréfobo esterilizado.

e Pipetar 3 mL da suspenséao obtida para cada um dos trés frascos Erlenmeyers
preparados anteriormente.

e Incubar as culturas numa estufa com agitagao orbital a 28°C durante 72 horas.
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22 Sessao

Extracao dos produtos resultantes da transformacao de esterdides, a partir do
micélio e do meio de cultura

e Retirar da estufa as culturas.

Pipetar 1 mL de meio de cultura e micélio para um tubo de ensaio.

e Identificar o tubo — referéncia da amostra (Cortex, Prog ou Controlo) e n° de
isolamento.

e Pipetar 5 mL de diclorometano para cada um dos tubos de ensaio com micélio
e meio de cultura.

e Agitar no vortex. Deixar repousar, formam-se duas fases, com uma pipeta
Pasteur de vidro e uma tetina de borracha remova a camada orgénica que se
encontra no fundo de cada tubo de ensaio. Pipetar essa camada orgénica
através de uma coluna de sulfato de sddio e para um novo tubo.

o Esta extragdo deve ser repetida, pelo menos, trés vezes sobre 0 mesmo micélio

e meio de cultura (para ser quantitativamente significativa).
* Evaporar o solvente nos tubos contendo 15 mL de diclorometano e os esterdides
neles dissolvidos.

32 sessao

Separacao e identificacdo dos produtos extraidos por cromatografia de camada fina

Preparagao do solvente e da tina de cromatografia
= Diclorometano — 70 mL

= Acetona-30 mL

¢ Deitar o solvente na tina de cromatografia.
e Fechar a tina. Deixar saturar a atmosfera no interior da tina durante cerca de
duas horas.

e Preparar as solugbes das amostras padrdo com o solvente indicado:

Ergosterol dissolvido em metanol 50 mg /5mL

Cortexolona dissolvida em metanol 50 mg/5mL

11B-hidroxicortexelona dissolvida em metanol 50 mg/5mL

Prednisolona dissolvida em metanol 50 mg/5mL

Progesterona dissolvida em metanol 50 mg/5mL

11a-hidroxiprogesterona dissolvida em metanol | 50 mg /5 mL

e Marcar a 2 cm da base da placa de cromatografia, com um lapis a linha de
aplicagdo de amostras.

e Marcar com um lapis os pontos de aplicagdo das amostras e a respetiva
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referéncia, deixando 1 cm entre cada ponto de aplicagdo da amostra. Manter
a placa de cromatografia durante 10 minutos numa estufa a temperatura de
120°C.

Preparacado das amostras: pipetar 0,5 mL de diclometano para os tubos de ensaio onde
decorreu a extracgao dos esterdides. Agitar no vortex.

e Aplicar as amostras na placa de cromatografia com uma microseringa de
50 microlitros: 5 microlitro das amostras padréo e 50 microlitros das
amostras a analisar.

e Colocar a placa de cromatografia na tina de cromatografia até o solvente
percorrer a maior parte da placa (cerca de 30 minutos).

e Retirar a placa da tina e marcar com um lapis a linha até onde correu o
solvente. Deixar evaporar o solvente.

e Observar a placa sob radiacao UV (254 nm).

e Medir as distancias entre a linha de aplicagdo das amostras e o centro da
mancha do soluto. Registar o nimero de manchas que aparecem por cada
amostra aplicada.

e Identifique os produtos através da comparagéo das distancias percorridas

pelas amostras com as amostras padrao corridas na mesma placa.

Aula de Analise dos Resultados

Através das diferentes manchas obtidas na cromatografia € possivel perceber se ocorreram
reagdes de hidroxilagdo e/ou desidrogenagéo dos esteroides.

Avaliar cada cromatograma de forma a identificar as transformacdes ocorridas.
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TP 5 - Anali rioléqi iferen :

Indicadores de contaminagéao fecal

As doengas com origem na agua de consumo, como a cllera e a febre tiféide, resultam da
ingestao de agua contaminada com dejetos. A pratica comum para que uma agua nao represente

risco para a saude é a pesquisa de microrganismos indicadores de contaminagao fecal.

A presenga de indicadores de contaminagao fecal numa agua, seja destinada ao consumo ou a
uma atividade recreativa, é indicadora da potencial existéncia de microrganismos patogénicos
entéricos, ou seja, de microrganismos que sdo transmitidos pela via fecal-oral e que infetam o

trato gastrointestinal.

Analisar a qualidade de amostras de aguas de diferentes origens (superficial; subterranea; para
consumo humano, mineral; de piscina; balnear; hemodidlise e de rega) de acordo com os

parametros legislados.

Organizacio do traball . I

Cada grupo pesquisa os parametros microbiolégicos especificados na lei de acordo com o fim a
que se destina a agua a analisar.

12 sessao

Preparacao de meios de cultura.

22 sessao

Filtragdo de amostras de agua e inoculagdo em meios de cultura gerais e selectivos.

32 sessdo
Interpretagédo de resultados e identificagdo de indicadores de contaminagéo fecal. Analise da

qualidade de agua em estudo em fungao do fim a que se destina.

Bibliografi

Bitton G. (2005) - MICROBIAL INDICATORS Of FECAL CONTAMINATION in Wastewater
Microbiology, Third Edition John Wiley & Sons, Ltd., cap 5: 153-169.
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Protocolo experimental
Contagens totais em meio NA
e Utilize o método de incorporagdo em agar nutritivo ou o método das
membranas filtrantes para analisar as diferentes amostras de agua.
e Analise os seguintes volumes de amostra: 1 mL, 0,1 mL e 0,01 mL nas aguas
superficial, subterrénea, balnear e de rega.
e Nas aguas de consumo, piscina, mineral e de hemodialise analise 1 mL.

e Temperatura de incubagao 22 e 37 °C.

Contagens de coliformes totais e fecais
e Utilize o método das membranas filtrantes: filtre 100 mL das &guas de
consumo, de piscina, mineral e de hemodialise, por membrana de 0,45 ym e
transfira cada membrana para o meio de cultura selectivo apropriado.
e Filtrar 0,1 mL das aguas superficial, subterrénea, balnear e de rega.

¢ Incube as caixas de Petri a 37°/ 44°C durante 24 horas.

Detecgéo de Enterococcus sp.
e Utilize o método das membranas filtrantes: filtre 100 mL das &guas de
consumo, de piscina, mineral e de hemodialise, por membrana de 0,45 ym e
transfira cada membrana para o meio de cultura Slanetz and Bartley.
e Filtrar 0,1 mL das aguas superficial, subterrénea, balnear e de rega.
e Incube as caixas de Petri a 37°C durante 48 horas. As coldnias
presuntivamente enterococos fecais apresentam-se de cor vermelha

acastanhada sendo necessaria a confirmagéo.

Confirmacgéo de Enterococcus fecais
e Transfira as membranas com Enterococcus presuntivos para meio de
Kanamicina, Esculina Azida, Agar. As coldnias positivas apresentam uma cor
negra.

¢ Incube as caixas de Petri a 37°C durante 24 horas.

Pesquisa de esporos de bactérias anaerdbias sulfito-redutoras

e Pasteurize 25 mL da amostra a 75°C durante 10 minutos.

e Arrefecer rapidamente e adiciona-la a um tubo Falcon que contém 25 mL de
meio de cultura Gelose Viande-Fois —Sulfite Citrate com dupla concentragéao.

e Incubar a 37°C em jarra de anaerobiose. Quantificar o numero de coldnias

negras correspondentes as bactérias sulfito-redutoras.
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Pesquisa de Salmonella spp.

Utilize o método das membranas filtrantes para filtrar a 4gua a analisar.

Agua superficial 5 litros; 4gua balnear 1 litro.

Meio de pré-enriquecimento: filtrar a agua e transferir para frasco Erlenmeyer
com 20 ml de agua de peptona durante 24 horas.

Meio de enriquecimento: transfira 1 mL do meio de enriquecimento para meio
Rappaport e 1 mL para meio de Selenite Enrichment Broth durante 24 horas.
Meios selectivos.

Inocule a partir dos meios de enriquecimento dois meios selectivos: Brilhante
Green Phenol Agar ; Meio Rambach ou XLD Agar.

Detecao de Pseudomonas aeruginosa

Utilize o método das membranas filtrantes para filtrar a agua a analisar e
transfira a membrana para o meio seletivo Pseudomonas Agar P ou F.

Incube as caixas a 37°C durante 48 horas.

Em meio P e sob luz ultra-violeta o aparecimento de fluorescéncia de cor azul
indica a presenga de Pseudomonas aeruginosa enquanto que no meio F
aparece adicionalmente um pigmento amarelo esverdeado directamente

visivel.

Identificagdo de patogénicos

Utilize o método das membranas filtrantes para filtrar 250 mL e transferir a
membrana para meio MacConkey.

Detecgéo de Staphylococcus sp.

Filtre os volumes de acordo com a amostra a testar e transfira as membranas

para meio Manitol Salt Agar.
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Parametros Microbiolégicos a analisar nas aguas em estudo

Agua superficial (Dec-Lei 236/98 anexol)
e Coliformes totais
Coliformes fecais

Enterococos fecais e
Salmonella

Agua subterranea (Dec-Lei 236/98 artigo 14° -2)
e Coliformes totais
e Coliformes fecais
e Enterococos fecais

e Bactérias anaerdbias

Agua de consumo humano (Dec-Lei 236/98 anexo VI)
e Coliformes totais
e Coliformes fecais
e Enterococos fecais
e Microrganismos totais
e Bactérias anaerdbias
e Pseudomonas
e Estafilococos

Agua de piscina (CNQ 23/93)
e Coliformes fecais
e Enterococos fecais
e Microrganismos totais
e Estafilococos
Agua balnear (Dec-Lei 236/98 anexoXV)
e Coliformes totais
e Coliformes fecais
e Enterococos fecais
e Microrganismos totais
e Salmonella
Agua mineral (Dec-Lei 156/98 anexo |, B, ponto 3(art.4°)
¢ Coliformes totais
e Coliformes fecais

e Enterococos fecais



e Microrganismos totais
e Bactérias anaerdbias
e Pseudomonas
Agua de Hemodialise (Dec-Lei 392/93 art. XIX)
e Coliformes totais
e Coliformes fecais
e Enterococos fecais
e Microrganismos totais
¢ Pseudomonas
e Estafilococos

e Microrganismos patogénicos

Agua de Rega (Dec-Lei 236/98 anexo XVI)

e Coliformes fecais



TP 6 - R microrganism m nte letal

Este trabalho é realizado em colaboragdo com a Unidade de Microbiologia do Instituto de

Tecnologia Nuclear, IST. A responsabilidade é da Doutora Sandra Cabo Verde.

Fundamento teodrico

A radiagao e tecnologia nucleares estao envolvidas em:

e Producéo radioldgica;
e Reatores;

e Processamentodealimentos (emPortugale naUE airradiagdode alimentosso se
aplicaaespeciarias, mas noutros pontos do mundo ja é utilizada para varios
tipos de alimentos, visando garantir a sua seguranga) e material médico
cirurgico;

e Radiofarmacos.

Aradiagao € bastante importante dado o seu poder descontaminante que permite
a eliminag&o de microrganismos e o aumento do tempo de prateleira (hovamente no caso
dos alimentos). Esta eliminagdo é possivel pois a radiagdo quebra o DNA de

microrganismos (efeito radioliticos).

Por exemplo relativamente aos efluentes, estes tém de ser desinfetados de modo
que se eliminem possiveis microrganismos patogéneos (ex: virus) que se podem

tornar contaminantes ambientais (em aguas subterraneas, de rega, de piscina, etc).

No caso da industria da cortica produz compostos fendlicos que tém de ser
degradados na ETAR da prépria industria. Como? Uma vez que os compostos
fendlicos sdo muito estaveis, quando estes sdo quebrados pela radiagéo, foram-se
produtos de radiagdo também téxicos. Assim sendo, usa-se um consoércio de

microrganismos de agua de cozedura que fazem bioremediagao.

Protocolo experimental

O procedimento sera adequado ao projeto em curso e sera fornecido na aula pratica.

Objetivo

Estudar a resposta dos microrganismos a radiagdo gama.

Organizagéao do trabalho experimental

Cada grupo ira efetuar uma curva de sobrevivéncia antes e apés irradiagdo de material

contaminado.
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