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Apresentacao

O contetdo apresentado neste livro de Microbiologia representa um es-
for¢o dos professores autores em procurar transmitir aos alunos os conheci-
mentos adquiridos ao longo de anos de ministragdo de cursos na modalidade
presencial. Ndo é uma obra acabada, mas o inicio de uma tentativa de uma
nova forma de ensinar. Portanto, caro aluno, vocé é parte importante deste
processo. Ninguém melhor do que vocé para nos ajudar a melhorar este mate-
rial ao longo do nosso curso. Durante a leitura deste material vocé encontra-
rd informacgées sobre o histérico da microbiologia e dos organismos que séo
objeto de estudo dos microbiologistas: bactérias, algas, protozodrios, fungos
e virus. Também serdo discutidas: a presenca dos microrganismos nos mais
diferentes ambientes como o solo, a dgua e o ar, bem como as atividades de-
senvolvidas por eles e que representam importantes fungées na manuteng¢ao
da vida do planeta. Em adi¢ao, os microrganismos apresentam uma intensa
atividade social em relacionamentos com outros seres vivos e com o meio am-
biente. Algumas destas interacbes sdo positivas e outras negativas, como as
relacionadas a patogenicidade. Por fim, é importante conhecer as formas de
controlar os microrganismos e os produtos microbianos que utilizamos no co-
tidiano e que muitas vezes nos passam despercebidos e parecem ser de pouca
importdncia. Na verdade, ninguém vive sem os microrganismos, que estdo ao
nosso redor e dentro de nos.

Alexandre Verzani Nogueira

Germano Nunes Silva Filho






Introducao a Microbiologia

Neste capitulo serdo apresentados os principais perso-
nagens e suas contribuicées para o desenvolvimento da
microbiologia. Também serd discutido ao longo do tempo
o posicionamento dos microrganismos na drvore da vida.
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1.1 Historico
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Desde a antiguidade havia a suspeita de que deveriam existir or-

ganismos menores do que aqueles que se podia observar. Alguns

se aventuravam a dizer que nas costas de um animal maior existia

um menor, e neste menor existia um ainda menor e assim sucessi-

vamente. Havia também a ideia de que as doengas se propagavam

por sementes. Mas quem pela, primeira vez, convenceu o mundo

de que os microrganismos existiam foi Antony Van Leeuvenhoek,

considerado o pai da Microbiologia.

Leeuvenhoek era um holandés, comerciante de teci-
dos. Para ndo ser enganado na compra, comegou a uti-
lizar lentes para verificar os produtos que adquiria. Isto
despertou o seu interesse na producao destes instru-
mentos. Ele passou a produzir lentes com tal acuidade
que permitiam aumentos de até 400 vezes. Com estas
lentes comecou a investigar o mundo que o cercava.
Como ndo era um cientista, ele passou a comunicar
suas descobertas através de cartas. Em 1674, escreveu
para a Sociedade Real Inglesa que tinha ficado maravi-
Ihado ao descobrir em uma goticula uma serie de “ani-
malculos”. Ele descreveu com tal precisao o que tinha
observado que hoje é possivel identificar os microrga-
nismos visualizados. No entanto, como ndo era da area
da ciéncia, nao deixou discipulos. Com a sua morte, a
técnica de polimento das lentes foi perdida, e seu tra-
balho interrompido.

Figura 1.1. Foto de Antony Van Leeuvenhoek. FONTE:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/94/
Jan_Verkolje__Antonie_van_Leeuwenhoek.jpg. Acesso
em: 19/01/2010.



Apos Leeuvenhoek, um novo impulso s6 foi dado na microbio-
logia com o desenvolvimento da industria 6tica na Alemanha com
a producdo de microscépios compostos.

Teoria da abiogénese
Hipdtese que se baseava na
crenca de que os seres vivos
poderiam ser originados a
partir da matéria bruta.

O primeiro periodo aureo da microbiologia teve inicio no final
do século XIX, com a derrubada da teoria da abiogénese, o esta-
belecimento dos processos de fermentagdo como produto da ativi-

dade de microrganismos, o estabelecimento da relagdo de micror-
ganismos com as doengas e o desenvolvimento da microbiologia
agricola e ambiental.

A teoria da abiogénese teve origem junto com a humanidade.
Ela era, inclusive, defendida por grandes filésofos. Mas a medida
que o conhecimento sobre biologia evoluia, ela ia paulatinamente
sendo derrubada. O ponto final foi dado por Redi, em 1668, quan-
do demonstrou que as larvas que surgiam na carne em putrefacao
eram um estagio da vida das moscas, e que as mesmas nao sur-
giam na carne se a mesma estivesse devidamente protegida.

No entanto, com a descoberta dos microrganismos, esta teoria
ressurgiu, pois preparados aparentemente isentos de microrganis-
mos, em pouco tempo, apresentavam abundancia dos mesmos.
Logo, duas correntes de pensamento foram estabelecidas: a da
biogénese e a da abiogénese, cada qual produzindo experimentos
tentando provar sua teoria ou derrubar a outra. Os partidarios
da teoria da biogénese comegaram com o conhecimento de que
o calor matava os microrganismos, assim, meios de cultura sub-
metidos a fervura por longos periodos, mostravam a auséncia de
microrganismos. Mas, com o passar do tempo, os microrganismos
surgiam. Logo, eles podiam estar aparecendo de algum lugar e, o
mais 1dgico, era do ar. Trataram entdo de aquecer o material em
recipientes fechados e assim o mantinham estéril.

Os adeptos da teoria da abiogénese contra atacaram, argumen-
tando que em ambientes fechados os microrganismos nao teriam
acesso ao oxigénio que era considerado, na época, essencial a todo o
tipo de vida. Foi quando entrou em cena Louis Pasteur. Ele resolveu
o problema utilizando um balao de vidro cujo pescoco fora esticado
e encurvado na forma de um pescogo de cisne (figura 1.2A). O fras-
co, contendo no seu interior meio de cultura era, entdo, aquecido e



Figura 1.2. (A) Vidro com forma
de um pescoco de cisne e (B)
vidro com o gargalo quebrado
mostrando o crescimento
microbiano. FONTE: Modificado
de: <http://www.ateus.net/
artigos/ciencias/imagens/
como_a_vida_comecou_1.
gif>. Acesso em: 29/03/2010.

Pasteurizacao
aquecimento do produto a
baixas temperaturas, e por

longos periodos, de forma a
destruir os microrganismos
indesejaveis sem alterar as
caracteristicas do produto.
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fervido. Com esse procedimento, o meio de cultura ficava isento de
microrganismos por longos periodos. Sé surgiam microrganismos
quando o gargalo era quebrado ou quando se fazia o liquido vir até
a borda do pescogo e retornar para dentro do frasco (Figura 1.2B).

Na realidade, pode-se dizer que Pasteur teve muita sorte, pois,
outro pesquisador, Tyndall, também realizava experimentos se-
melhantes, utilizando uma caixa selada. Quando ele passava
através da caixa um raio de luz e verificava que ndo havia parti-
culas em suspensao no ar, o meio de cultura permanecia estéril.
Seu experimento foi repetido diversas vezes com sucesso. De re-
pente, 0 meio comegou a apresentar crescimento. Ao investigar
o problema, ele descobriu que o que estava crescendo era um
microrganismo que produzia enddsporos, capazes de resistir a
alguns minutos de fervura.

Outra participacao de Pasteur foi no estabelecimento dos pro-
cessos de fermenta¢ao. Pasteur era quimico, e na sua época as fer-
mentagdes eram consideradas reagdes quimicas. Ao estudar este
processo Pasteur descobriu que em boas produgdes de vinhos e
cervejas, ocorria a presencas de microrganismos conhecidos, hoje,
como leveduras. Sugeriu entdo que estas leveduras deveriam ser
inoculadas nos mostos ou sucos de uva para a producao de um
bom produto. Mas havia um problema: esses materiais ja apre-
sentavam uma microbiota oriunda do campo, da prépria uva, dos
processos de transporte e processamento. Como eliminar estes
organismos, para introduzir somente os microrganismos deseja-
veis? O aquecimento eliminava os microrganismos, mas também
alterava as caracteristicas do produto. Foi quando Pasteur desen-
volveu um procedimento conhecido por pasteurizacao. Este pro-
cedimento ¢ utilizado até hoje na preservacao de alimentos como
sucos, cervejas, leites e ovos.

Outro pesquisador que teve participagdo destacada no desen-
volvimento da microbiologia, notadamente na area médica, foi
Robert Koch. Ele era um médico que vivia no interior da Alema-
nha e ganhou de presente de aniversario de sua esposa um mi-
croscopio com o qual comecou a pesquisar o mundo microbiano.
Ao investigar a morte de animais por uma doenga conhecida por
carbunculo, verificou que nas laminas preparadas com esfregaco



do sangue encontrava um microrganismo em forma de bastao. As-
sim, ele comegou entdo a relacionar a presenca deste microrganis-
mo ao desenvolvimento da doenga.

Como provar isso? Parecia ser facil. Bastava inocular este micror-
ganismo em um animal sadio e ver se este desenvolvia a doenga.
Mas, para isso, era necessario obter esse organismo em cultura, em
uma cultura contendo apenas esse microrganismo, ou seja, uma cul-
tura pura. Foi necessario, entao, o desenvolvimento de metodologia
de isolamento, de cultivo de microrganismos e de identificagao. A
partir dai, Koch elaborou quatro postulados, conhecidos como Pos-
tulados de Koch, que sdo utilizados até hoje para relacionar doen-
¢as ao seu agente, ou seja: (1) o microrganismo deve estar presente
em todos os casos da doenga; (2) o microrganismo deve ser isola-
do em uma cultura pura; (3) ao ser inoculado em um organismo
sadio e suscetivel, esse deve desenvolver os sintomas da doenca e,
por ultimo, (4) o microrganismo deve ser obtido, novamente, em
cultura pura. Com estes postulados, em questao de duas décadas
(1880 a 1900), muitas doengas importantes para a espécie humana,
incluindo a de outros animais e as de plantas, tiveram os seus agen-
tes identificados. Isso abriu as portas para o controle das infec¢oes,
possibilitando a prevencéo, o tratamento e a cura.

Pasteur participou, ainda, do entendimento do processo de imu-
nizagdo e desenvolvimento de vacinas. Certa vez, ao tentar demons-
trar que havia identificado o agente causador de uma doenga de aves,
verificou que bactérias, quando submetidas ao cultivo continuado,
podiam ficar atenuadas, ou seja, perdiam a capacidade de produzir
a doenca, mas ndo perdiam a capacidade de induzir a imunida-
de. Na demonstragdo, Pasteur inoculou um lote de galinhas com a
bactéria isolada e outro lote permaneceu como testemunha. Para
seu espanto, ambos os lotes permaneceram vivas. Avaliando o que
poderia ter ocorrido, descobriu que a cultura utilizada no expe-
rimento era velha, ou seja, com vérios dias de incubagdo. Ele re-
solveu, entdo, repetir o experimento inoculando um novo lote de
galinhas e o lote que tinha sido inoculado anteriormente. Ao ava-
liar o experimento, verificou-se que as galinhas inoculadas com a
cultura jovem haviam morrido. As que receberam a cultura jovem,
mas que anteriormente haviam sido inoculadas com a cultura velha,



O termo foi uma homenagem
a Jenner, que teria utilizado
material de vacas com variola
para imunizar humanos.

Microrganismos
quimiolitotroficos

Sao microorganismos que
obtém energia a partir da
oxidacao de compostos
inorganicos. A maioria dessas
bactérias é autotréfica e
utiliza CO, como fonte Unica
de carbono, sendo portanto
quimioautotrofica.
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e as que nao foram inoculadas, continuaram vivas. Desta forma, foi
sugerido que a imunidade poderia ser obtida inoculando-se micror-
ganismos atenuados e deu-se 0 nome dessa técnica de vacinagdo.

Enquanto a maioria dos microbiologistas da época estava pre-
ocupada com as questdes de patogenicidade, em descobrir quem
provoca o que, alguns questionavam: se existem tantos microrga-
nismos no ambiente, no solo, na dgua, na superficie de plantas e
animais, qual é o papel destes microrganismos, o que eles fazem?
Nessa indagagao tiveram grande participagio Winogradsky e Bei-
jerinck. Eles demonstraram a importancia dos microrganismos na
ciclagem dos nutrientes e descobriram microrganismos quimio-
litotroficos e fixadores de nitrogénio.

Nas décadas de 40 e 50, iniciou-se o segundo periodo aureo da
microbiologia. Os microrganismos sdo utilizados como modelos,
como ferramentas, na sintese de compostos organicos e no desen-
volvimento da genética e tecnologia de DNA recombinante. Esses
conhecimentos vieram a culminar com o desenvolvimento da bio-
tecnologia, ou seja, com o uso de organismos ou partes destes na
obtenc¢ao de produtos e servigos.

Qual serd o futuro da microbiologia? Quem tiver a resposta para essa
questao, por favor, divulgue, pois precisamos nos manter atualizados.

1.2 Posicao dos microrganismos
na arvore da vida

No inicio da biologia, devido a diferencas marcantes, os orga-
nismos foram divididos em dois grupos (Figura 1.3). De um lado
estavam os animais que apresentavam, entre outras caracteristicas,
mobilidade, crescimento limitado, células sem parede celular e que
eram heterotroficos. Ja as plantas, imdveis, apresentavam células
com parede celular, crescimento ilimitado e eram autotrdficas. Na
medida em que os microrganismos foram descobertos, iam sendo
distribuidos entre os dois grupos.

Dessa forma, em 1753, Linnaeus prop0s a inclusdo de todos os
organismos nos reinos Plantae e Animalia. Sendo as bactérias, algas



e fungos incluidos com as plantas e os proto- 4

70ari0s com 0OS animais.

No entanto, como 0s microrganismos
apresentam caracteristicas que ndo os clas-
sificavam perfeitamente em cada reino, Antiguidade
controvérsias comegaram a surgir. A maio-
ria das bactérias é heterotrdfica e apresenta
parede celular, sendo algumas espécies mo- |
veis. Algas unicelulares sdo moveis, e deter- 1753
minados grupos nao apresentam parede. Os Linnaeus
fungos sdo heterotréficos. Os organismos
euglenoides sio tratados por alguns como | o
algas flageladas e por outros como os proto-

zoarios clorofilados. 1866
Haekel
Para resolver o problema, Haeckel propos,

em 1866, a criacdo de um terceiro reino de-
nominado de Protista, ou seja, “os primeiros”.
Nele, deveriam ser incluidos todos os orga- |
nismos (microrganismos) que ndo fossem
caracterizados como pertencentes aos reinos
Plantae e Animalia. No entanto, verificou-se
que estes organismos apresentavam uma ca- W;sgker
racteristica em comum: s3o organismos uni-
celulares, isto é, nao apresentam diferencia-

¢do de células formando tecidos ou 6rgaos.

Com o desenvolvimento da microscopia,
verificou-se que dentro do reino Protista ha- |
via microrganismos com caracteristicas mui-

to distintas. Um grupo apresentava células
1977

em que o material genético estava em con-
Woese

tato com o citoplasma e foram denominadas
de células procaridticas. Outro apresentava

células com um nucleo contendo o material \_ )

genético envolto por uma membrana e foram Figura 1.3. Evolugdo da arvore da vida.
denominadas de células eucarioticas. Tal tipo
de célula também ¢é caracteristica de plantas
e animais. Surge entdo a ideia da divisao dos
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protistas em superiores e inferiores. Os protistas superiores eram

constituidos dos organismos que apresentavam célula do tipo euca-
ridtica como algas superiores, fungos e protozoarios. As bactérias e
as algas inferiores, que apresentam célula do tipo procariotica foram
denominadas de protistas inferiores. As algas inferiores foram de-
pois denominadas de algas verde-azuladas, cianoficeas e, mais re-
centemente, denominadas de cianobactérias.

Em 1969, Whittaker, baseado na ideia de que os organismos
evoluiram segundo trés formas de nutricdo (absorgio, ingestao e
fotossintese), propos a criagdo de cinco reinos: Monera, Protista,
Fungi, Plantae e Animalia. Os organismos procariéticos, como as
bactérias, foram incluidos no reino Monera e os eucariéticos uni-
celulares, como algas e protozodrios, no reino Protista. Os euca-
rioticos, que se nutrem por absorcio, foram colocados no reino
Fungi, os fotossintéticos no Plantae e os organismos que se nutrem
por ingestdo no Animalia.

Com o surgimento das técnicas de sequenciamento genético,
verificou-se que os organismos evoluiram, a partir de um ances-
tral, em trés diferentes dire¢oes. Com base nisso, Woese prop6ds,em
1977, a criacao de trés dominios:

« Archaea - incluindo organismos procariéticos, denominados ge-
nericamente de arqueobatérias, que vivem em condigOes extremas
de temperatura, pressao osmotica ou sdo produtoras de metano.

» Bactéria - incluindo organismos procariéticos denominados
de bactérias.

o Eukarya - incluindo organismos eucarioticos como os reinos
Protista (algas e protozodrios), Fungi, Animalia e Plantae.

Essa nova proposta inclui ainda a teoria da endossimbiose, se-
gundo a qual as organelas existentes nas células eucaridticas, tais
como as mitocondrias e cloroplastos, seriam oriundos de bacté-
rias. Esta teoria é suportada pelas evidéncias estruturais, tipo de
ribossomo, além de apresentarem genoma préprio. Se a célula
eucaridtica perde suas mitocondrias e/ou cloroplastos, no ¢ ca-
paz de reconstitui-los, pois ndo possui informag¢des completas
no seu genoma para fazé-lo. A figura 1.3 sumariza a evolugdo da
arvore da vida.



Resumo

A minuciosa descri¢ao dos organismos observados através de
uma lente por Leeuvenhoek convenceu o mundo da existéncia dos
microrganismos, abrindo um novo campo para estudo e pesqui-
sas. No inicio, os estudos se concentraram nos microrganismos
patogénicos com os trabalhos de Pasteur e Koch, sendo que o ul-
timo fez a demonstra¢ao de que as doengas eram provocadas por
microrganismos especificos. Com a identificagdo do agente ficou
mais facil o controle, o tratamento e a prevencao das doengas. No
entanto, as atividades dos microrganismos nao se restringem a
provocar doencas. Eles sdo responsaveis por inumeras atividades
essenciais a vida no planeta e pelos produtos utilizados em nossa
sociedade. A luz do conhecimento atual, os microrganismos apre-
sentam a maior diversidade entre todos os organismos. Dos trés
Dominios existentes, em dois (Archaea e Bacteria) eles sio com-
ponentes exclusivos e no terceiro (Eukarya) participam com pelo
menos dois reinos (Protista e Fungi).
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Bactérias

Neste capitulo serdo estudadas as bactérias, com desta-
que para as suas morfologias, estruturas e arranjos das
células. Serdo também abordados aspectos de genética e
engenharia genética desses microrganismos, que habitam
praticamente todos os ambientes do planeta Terra.







Bactérias

2.1 Morfologia e estrutura bacteriana

Com certeza, a grande maioria das pessoas que vocé conhece ja
ouviu falar sobre as bactérias. Ha, no geral, um grande medo da
presenca delas, pelo seu potencial de causar doencas, mas poucos
sabem que elas sdo mais benéficas do que maléficas para as pesso-
as, 0s animais e 0 meio ambiente. Pouca gente tem ideia em que
ambientes elas existem e, principalmente, de que tamanho elas sao.

Pare um pouco e reflita! No seu dia a dia, onde vocé encontra as
bactérias e qual o tamanho delas?

As bactérias sdo seres vivos muito interessantes, pois vivem em
praticamente todos os lugares e ecossistemas. Elas estdo no ar, na
agua, no solo, nos alimentos, nos animais e em muitas partes do
nosso corpo. Alguns desses lugares, talvez, vocé jamais imaginou,
como, por exemplo, em geleiras, a mais de 50 metros de profundi-
dade e em aguas vulcanicas, com mais de 100 °C. Recentemente,
as bactérias foram encontradas em nuvens e participam até do tipo

de clima. Veja que interessante: um organismo

Mas qual o tamanho desses organismos tao in-
teressantes? Pegue uma régua comum, dessas
escolares, e veja os risquinhos menores, 0s mi-
limetros, que sao as divisdes dos centimetros.
Pois bem, as bactérias sao, em linhas gerais, mil
vezes menores do que um milimetro. Esse tama-
nho é um micréometro (um), ou micra, como al-
guns chamam, e isso faz com que elas, as bac-
térias, sejam apenas vistas pelo microscopio.

tdo pequeno poder ter uma influéncia em esca-
la tdo grande, global. Outro exemplo curioso é a
presenca de algumas células bacterianas vivendo
no estomago de certas pessoas, causando ulce-
ras. Vale lembrar que nesse ultimo ambiente a
predominancia dos dcidos seria em teoria total-
mente desfavoravel a presenca de vida. Mas elas
estdo la realizando um interessante trabalho.
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Existem diferentes tipos de bactérias, como vamos ver mais
para frente, e elas podem variar normalmente de 1 a 10um. Mas,
em casos extremos, podem ser de 0,2ptm, como nas espécies per-
tencentes ao género Chlamidia, a 250um em células de espiroque-
tas. Curiosamente, 0,2um ¢ a medida do limite de resolu¢ao do
microscépio oOtico. Para termos uma ideia do tamanho da bactéria
que vemos no microscéopio 6ptico comum, que aumenta mil vezes:
se pudéssemos ver uma mosca doméstica nesse mesmo microsco-
pio ela teria o tamanho de 10 metros, aproximadamente.

Podemos dar outro exemplo que ajuda a entender o tamanho desses mi-
crorganismos, fazendo um exercicio mental: em um milimetro ctbico pode
haver nove trilhdes de células de bacilos, que sdo as de formas alongadas.
Outra curiosidade é que em um grama de fezes humanas frescas podem
existir 1011 bactérias. Muitas destas, com um potencial incrivel de contami-
nar uma praia e ou um alimento. Veja que a expressao “tamanho nao é do-
cumento”se aplica bem para as bactérias que sao pequenas, sim, mas muito
importantes no nosso cotidiano.

Ja que sabemos o porte delas, vamos estudar, a seguir, o que é
uma célula bacteriana, suas estruturas e funcoes.

Como vocé sabe, as bactérias sdo células procarioticas, de estrutura
bastante simples, se comparadas com as células eucarioticas das plan-
tas, animais e fungos. As células das bactérias apresentam apenas um
cromossomo, que nao é envolto por membranas. Outra caracteristica
interessante é que a reproducao delas é assexuada, ndo envolvendo a
presenca de gametas e os processos tradicionais de mitose e meiose,
que vocé ja estudou em outras disciplinas deste curso. As mitocon-
drias e cloroplastos, que sdo organelas mais evoluidas, ndo ocorrem
nas bactérias. Esses organismos, no entanto, apresentam parede celu-
lar, membrana plasmatica e ribossomos mergulhados no citoplasma.
Algumas tém flagelos, que sdo estruturas ligadas alocomogdo e outras
possuem pelos. Essas diferengas veremos a seguir, quando ressaltare-
mos as diferentes estruturas desses microrganismos.

2.1.1 Formas das bactérias

Ha cinco formas de células bacterianas: cocos, bacilos, espirilos,
espiroquetas e vibrides (Figuras 2.1 e 2.2). Os cocos sdo, em geral,

Espiroquetas

Sao bactérias em forma

de espiral. Além dessa
particularidade, sdo
relativamente longas, finas,
flexiveis e se movimentam
por rotacdo e flexao. As
espiroquetas sao bactérias
anaerdbias Gram-negativas.



Antraz

0 antraz é uma doenca
infecciosa aguda causada
pelo Bacillus anthracis,
formador de esporos. Ocorre
mais frequentemente

em animais selvagens e
domeésticos, porém, o antraz
pode, também, ocorrer em
humanos, que sao expostos
aos animais infectados ou a
pele de animais infectados.
Como uma arma bioldgica,
pode ser facilmente
espalhada através da
pulverizacao de plantagdes,
sistemas de distribuicdo de ar
e espacos fechados.
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Bactérias

redondos ou levemente ovais e achatados. Como exemplos dessas
formas podemos citar os géneros Streptococcus e Staphylococcus,
que possuem grande importéncia médica e alimentar.

Os bacilos sao formas alongadas, parecendo bastdes ou basto-
netes, que também sdo nomes usados para descrevé-los Ha varios
exemplos de microrganismos nesse grupo como Escherichia coli,
que é uma das bactérias mais estudadas no mundo, pelas ques-
toes ambientais, em analises de agua, e pelo seu potencial de ser
patogénica. As dimensdes de E. coli sdo 1um de largura por 3um
de comprimento. O género Bacillus possui varias espécies impor-
tantes na microbiologia. Vocé ja deve ter ouvido falar no antraz,
que é uma doenga causada por Bacillus anthracis, e é perigoso na
fabricac¢ao de armas bioldgicas.

As formas espiraladas e espiroquetas, menos comuns do que as
de cocos e bacilos, sdo alongadas e sdo importantes em estudos de
meio ambiente. Um exemplo de espirilo é Rhodospirillum rubrum
e de espiroqueta temos Spirochaeta stenostrepta.

Uma forma interessante, que parece um chapéu de cangaceiro
nordestino, e ¢ muito importante na drea da saude é o vibriao,

Bacilo unico
Vibrido
Diplobacilos
Estreptobacilos
Espirilo
Cocobacilos
Espiroqueta
—
\ MEV 1,50m J

Figura 2.1. Formas de bactérias. FONTE: Modificado de Tortora et al. (2000, p. 79).
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que lembra um bacilo arredondado. Vibrio cholerae é a causado-

ra da cdlera, que mata milhares de pessoas em areas com baixa
estrutura sanitdria.

2.1.2 Arranjos bacterianos

As bactérias podem estar isoladas ou em arranjos. Os principais
arranjos ocorrem em cocos. Quando dois cocos coexistem chama-
mos esse agrupamento de diplococos. E o caso de Streptococcus
pneumoniae, causadora da pneumonia em seres humanos. Uma fi-
leira ou cadeia de cocos é chamada de estreptococos e acontece em
Streptococcus pyogenes, outra bactéria que causa infecgdes em pes-
soas. Um cacho de cocos, os estafilococos, aparece, por exemplo,
em Staphylococcus aureus, que é muito importante em estudos de
infeccdo hospitalar e em intoxicagdo alimentar.

Outras formas menos comuns de cocos sdo as tétrades, com quatro
COCos, € as sarcinas, que parecem uns cubos ou caixas de oito células.

Em bacilos, quando ocorre a divisdo celular, podem ocorrer di-
plobacilos. Os estreptobacilos sio fileiras de bacilos.

Como na natureza existem curiosidades e excegoes as regras, ha
formas e arranjos de células em estrelas, como ¢ o caso do género
Stella. Células quadradas ocorrem no género Haloarcula.

Emgeral,asformasearranjosdasbactériassao caracteristicashere-
ditariaseapresentam o seu proprio tipo. Entretanto, ha casos nao mui-
to comuns em que uma espécie pode ter varias formas, modificadas
por questdes ambientais. Os géneros Rhizobium e Corynebacterium,
por exemplo, apresentam pleomorfismo e podem variar na nature-
za. Essas duas bactérias sdo importantes na drea de microbiologia do
solo e assuntos ligados a agronomia e biologia.

2.2 Estruturas externas e internas
das células bacterianas

Podemos distinguir em uma bactéria estruturas externas, que
serdo descritas a seguir, e as estruturas internas, que vocé vera

A cblera é uma doenga
infecciosa aguda,
transmissivel e perigosa,
caracteriza-se por uma
infeccdo intestinal grave,
podendo levar a morte em
decorréncia da desidratagdo. A
bactéria causadora é o vibrido
colérico ou Vibrio cholerae,
em forma de virgula, mével,
que se desenvolve no intestino
humano e produz a toxina
responsdvel pela doenga. O
vibrido colérico foi descoberto
em 1883, por Robert Koch,
cientista inglés, um dos

pais da microbiologia. O
agente etioldgico da cdlera

é encontrado nas fezes

das pessoas infectadas. O
contdgio é direto, através

da dgua e dos alimentos
contaminados. As moscas

e outros insetos podem
funcionar como vetores
mecdnicos, transportando o
vibriGo para a dgua e para os
alimentos. O homem chega a
eliminar milhées de bactérias
por grama de fezes.

Pleomorfismo

a bactéria que nao apresenta
uma morfologia Unica,
mesmo que se encontre em
condicdes favoraveis a sua
sobrevivéncia.
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Figura 2.2. Arranjos de cocos. FONTE: Modificado de Tortora et al. (2000, p. 78).
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posteriormente. A figura 2.3 mostra o desenho basico de uma
bactéria contendo o nome de suas estruturas.

( )

Citoplasma

P

mos

Ribosso
X :- o /{) Cromossomo (nucleo
T AEEER : : f/ sem membrana)

Inclusdes

Capsula
Parede celular

Membrana

plasmatica Flagelos

Fimbrias

N

Figura 2.3. Estruturas da bactéria. FONTE: Modificado de Tortora et al.. (2000, p. 80).

J

2.2.1 Estruturas externas

Na parte externa ha os flagelos, pili, fimbrias e a capsula ou
glicocalix.

Flagelos

Vocé ja pensou que uma bactéria pode nadar? Os flagelos (Fi-
gura 2.4) sdo compostos de proteinas chamadas flagelinas e tém
tamanhos de 5-20um x 0,01-0,02um. Sua fun¢ao ¢ de locomogao,
fazendo com que as células nadem em meio liquido, através da ro-
tacdo de uma base e que se propaga pelo flagelo. Quando a célula
bacteriana vai ao encontro da luz e de alguma substancia quimica,
dizemos que ela tem fototaxia e quimiotaxia positivas, respectiva-
mente. Pode ocorrer o contrario e elas fugirem de luz ou quimicos
e entdo, nesse caso, dizemos que esses efeitos sdo negativos.

Nem todas as bactérias tém e algumas apresentam até mais do
que um flagelo por célula. Os flagelos monotriquios sao os do tipo
de apenas um polar, os anfitriquios tém duas unidades polares, os



A técnica de Gram ou
coloragdo de Gram é uma
técnica de coloragdo de
preparagées histolégicas
para observagé@o ao
microscdpio dptico, utilizada
para corar diferencialmente
microorganismos com base
na composicao quimica e
integridade da sua parede
celular. Consoante a cor que
adquirem, sdo classificados
em gram positivos (roxo) ou
gram negativos (vermelho).
Tal método se deve ao médico
dinamarqués Hans Christian
Joachim Gram (1853-1938).
Geralmente as bactérias
“gram negativo” sGo mais
patogénicas e possuem
lipopolissacarideos na sua
membrana exterior que
agravam a infec¢ao.
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Figura 2.4. Partes do flagelo. FONTE: Modificado de Tortora et al. (2000, p. 83).

lofotriquios tém dois ou mais flagelos em um polo, e os peritri-
quios sao os distribuidos em toda a célula.

Exemplos de bactérias que tém flagelos sao algumas espécies
dos géneros Pseudomonas e Vibrio. Helicobacter pylori, uma bac-
téria que pode formar tlceras no estomago humano, Caulobacter
crescentus, que hoje em dia é estudada na fabricagdo de colas ci-
rurgicas, e Escherichia coli sdo outros exemplos interessantes de
microrganismos que tém essas estruturas.

Pili e fimbrias
Sao também filamentos proteicos, bastante finos, e de tama-
nhos que variam de 0,1-5um x 2-10nm. Pili sio maiores e menos

numerosos que as fimbrias. Em geral, essas estruturas ocorrem
principalmente em células Gram negativas. As fungdes dessas pe-
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quenas estruturas (pili) estao associadas a reprodugdo, através da
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passagem de material genético de uma célula para outra, no pro-
cesso chamado conjugagdo. Outra fun¢ao é a de aderéncia (fim-
brias), que ajuda na fixagdo celular em um tecido que vai infectar
ou causar doenga, como no caso de Neisseria gonorrhoea, agente
da gonorreia, bastante importante em paises tropicais e de baixas
condigdes de higiene. A Salmonella typhi, uma bactéria que cau-
sa infecg¢Oes e intoxicagdes alimentares também apresenta muitas
fimbrias. A Escherichia coli. que é muito numerosa no intestino
de seres humanos e de animais de sangue quente, pode ter pili e
timbrias (Figura 2.3).

Capsula ou Glicocalix

Em algumas células ocorre essa camada de constituicdo aquosa
e de polissacarideos. As suas funcoes estdo associadas a prote¢iao
(dessecacdo e barreira contra metais pesados, por exemplo), re-
serva de alimentos e aderéncia em alguma superficie que seja do
interesse da bactéria. Exemplos de microrganismos que tém cap-
sulas sao Bacillus anthracis, ja citada anteriormente por ser utiliza-
da na fabricagao de armas bioldgicas, e Xanthomonas campestris,
que secretam polissacarideos com grande potencial na industria
de alimentos, como agentes solidificantes e espessantes naturais.

2.2.2 Estruturas internas

Parede celular

Essa camada de grande importancia para a célula apresenta
uma espessura de 10 a 100nm e corresponde a cerca de 10 a 40%
do peso bacteriano. Sua constituicdo ¢ de uma rede macromole-
cular de peptideoglicano, também conhecido como mureina. O
peptideoglicano é um polimero insolavel rigido, composto de ace-
tilglicosamina, acido acetilmurdmico e peptideo. A funcdo basica
da parede celular é protecao e sustentacao da célula. Ha também
varias enzimas localizadas nela que sdo de suma importancia no
metabolismo celular.

Em 1884, um cientista dinamarqués chamado Christian
Gram descreveu um método de coloragdo celular que separa

Os espessantes naturais sGo
carboidratos naturais (goma
microbiana xantana, entre
outras) responsdveis pelo
aumento da viscosidade

de solugdes em alimentos.

A goma xantana, quando
associada com outras gomas
proporciona textura lisa e
cremosa, sendo utilizadas
para a fabricagdo de molhos
para saladas, bebidas, geleias,
produtos cdrneos, enlatados
e sopas.



Figura 2.5. Detalhes da membrana
celular. FONTE: Modificado de
Tortora et al. (2000, p. 90).
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as células em dois grandes grupos de bactérias: Gram positivas e
Gram negativas.

A parede celular das bactérias Gram positivas ¢ mais grossa (30-
100nm) e apresenta uma aparéncia mais uniforme no microscépio
eletronico. Exemplos de células Gram positivas sao as dos géneros
Streptococcus e Staphylococcus, cocos, ja citados anteriormente. A
parede celular das células Gram negativas tem espessura que varia de
20 a 30nm e apresenta camadas bastante distinta no microscépio ele-
tronico, uma de peptidioglicano mais fino e outra de uma membra-
na celular externa, que nio existe nas Gram positivas. Exemplos de
bactérias Gram negativas sdo Escherichia coli e Pseudomonas aerugi-
nosa, esta ultima muito ligada a estudos de microbiologia ambiental
e da saude, ja que pode também ser patogénica para seres humanos.

Membrana citoplasmatica e Mesossoma

A membrana citoplasmatica tem uma espessura de apenas 7-8nm
e é composta de unidades de lipideos com fésforo e proteinas (Figu-
ra 2.5). Suas fungdes sdo ligadas a permeabilidade seletiva da célula

( )

Camada dupla de fosfolipideo
/ da membrana plasmatica

Fora da célula

D—Peptdeoglicano
\Membrana externa
0 Membranas plasmaticas na célula
Canal

Proteina Camada dupla

de fosfolipideo

Proteina

Dentro da célula periférica
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e a localizagdo de enzimas do metabolismo
celular. Vale lembrar o que significa a palavra
osmose, que ¢ a passagem do meio menos
concentrado para o mais concentrado. Em ou-
tras palavras, a membrana plasmatica, através
de mecanismos internos onde entram os fons
sddio e potassio, faz com que haja um controle
do que entra ou sai da célula. Se uma bactéria
estiver mergulhada numa solu¢do muito con-

Vocé sabia que o Mar Morto, na divisa de Israel e
Jordania, nao é totalmente morto? Nesse indspi-
to lugar, numa depressdo geoldgica, e que quase
ndo chove, ha poucas espécies de bactérias que
estdo ainda vivendo, quase chegando aos seus li-
mites de sobrevivéncia. Vale lembrar que a dgua
desse mar esta diminuindo e ficando mais salga-
da, pela grande utilizacdo de fontes que o abas-
tecem para irrigacao e intensa evaporagao. Até
quando essas bactérias vao resistir?

centrada a tendéncia dessa célula é murchar. Se
ela estiver numa solugdo com poucos sais, ela
tende a inchar com o aumento de agua. Esses
controles sdo fundamentais na célula e funcio-
nam até certo ponto.

Os mesossomas sdo invagina¢des da membrana citoplasmatica
e apresentam basicamente as mesmas fun¢oes desta tltima.

Citoplasma

Abaixo da membrana citoplasmatica ha o citoplasma, que é um
meio aquoso, com cerca de 80% de agua, onde estdo mergulhados
os ribossomos, 0 cromossomo, ions, nutrientes, granulos e com-
postos diversos produzidos no metabolismo celular. Em algumas
células ha cristais que sdo toxicos para alguns insetos, é o caso da
bactéria Bacillus thuringiensis, que ¢ bastante estudada no controle
bioldgico de pragas na agricultura. Outro exemplo curioso ¢ a pre-
senca de particulas de magnetita, compostos de ferro, em certas
bactérias aquaticas que podem ser atraidas pelo campo magnético.
Essas estruturas sao chamadas de magnetossomos.

Cromossomo

A célula bacteriana tem apenas um cromossomo que, em linhas
gerais, ¢ uma longa fita ou molécula enrolada. Esse material, tam-
bém chamado de nucleoide, contém os genes, que sdo pequenos
segmentos ou fragdes, onde estdo localizadas as informagoes ge-
néticas da bactéria. Diferentemente dos organismos eucariontes, o
cromossomo bacteriano ndo tem membrana nuclear, como vocé ja
estudou anteriormente, e tem DNA em sua constituicdo. Em adi-
¢do ao cromossomo unico, em certas bactérias, ha um pequeno



Svedberg (S)

Svedberg (S) € uma medida
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DNA circular, que é chamado de plasmideo. Eles apresentam de 5
a 100 genes, que sdo ligados a sobrevivéncia a certos fatores am-
bientais. Esses plasmideos sao também importantes na reprodu-
¢ao celular, como apresentado na parte de genética deste livro.

Ribossomos

Sao estruturas arredondadas de cerca de 0,0025 um de diame-
tro e compostos de RNA e proteinas. Sdo locais onde sao sinteti-
zadas as proteinas da célula, a partir de informacgdes contidas no
material genético, o cromossomo, e estao, também, mergulhados
no citoplasma. Os ribossomos sdo descritos pela sua taxa de se-
dimenta¢do em centrifugas, através da unidade Svedberg (S). Os
ribossomos de células procaridticas sio denominados 70S e os de
células eucarioticas 80S. Varios antibioticos atuam na inibi¢ao na
sintese protéica, através da fixagao dessas substancias nas unidades
30S. E o caso de estreptomicina e gentamicina.

Enddsporos

Algumas bactérias dos géneros Clostridium e Bacillus, por
exemplo, formam estruturas de repouso chamadas de esporos ou
endosporos. Elas sao bastante resistentes e podem permanecer vi-
vas até mesmo em agua fervente por alguns minutos. Por apresen-
tarem material genético, podem germinar e produzir novas células
que foram parcialmente destruidas pela a¢ao de algum fator fisico
ou quimico. Por essa razdo, esses microrganismos sao muito im-
portantes na industria de alimentos, onde, em alimentos enlatados
ou vidros, podem resistir e contaminar pessoas que consumiram
tais produtos. No caso do Clostridium botulinum, ha uma doenca
associada, chamada botulismo, que pode matar pessoas pelo efeito
de sua toxina, que ataca os musculos e deixa os que ingeriram essa
substincia com aparéncia retorcida. Curiosamente, essa mesma
toxina, que pode matar, pode ser usada na fabrica¢do de botox,
que é um produto feito com baixas concentragdes, e que sdo apli-
cados na regido da face de pessoas. O seu efeito é o de esticar a
pele, dando uma aparéncia mais jovial a quem a recebeu.
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2.3 Genética bacteriana

A genética é a ciéncia que estuda as caracteristicas herdadas de um
organismo para outro, bem como as mudangas que ocorrem nessas
informagdes e que podem ser transmitidas para outros descenden-
tes. Como vocé ja estudou na disciplina especifica deste curso, a ge-
nética aborda o gendtipo, que é a composicao genética de um orga-
nismo, e o fendtipo, que é o conjunto de caracteristicas observaveis
em dado momento, podendo ser modificado pelo meio ambiente.

A genética é uma das areas do conhecimento bioldgico que
mais cresce atualmente e é, também, abordada em varias outras
disciplinas como, por exemplo, a biotecnologia e a bioinformatica.
Com certeza vocé ja ficou maravilhado com os produtos e poten-
cialidades da engenharia genética em nosso cotidiano. O estudo
da genética tem se desenvolvido muito gragas aos microrganismos
que, em linhas gerais, crescem muito mais rapido que outros orga-
nismos maiores. Vale lembrar que muitos dos principios de gené-
tica de uma bactéria, por exemplo, podem ser extrapolados para
outros seres vivos mais evoluidos, incluindo células humanas.

Por essa razdo, em termos aplicados, a genética bacteriana sera
abordada neste capitulo, salientando e relembrando alguns con-
ceitos que vocé ja estudou em outras disciplinas.

2.3.1 Material genético da bactéria

A célula bacteriana, um organismo procarionte de estrutura
bastante simples, se comparado com células eucariontes, de fun-
gos, animais e vegetais, por exemplo, tem apenas um cromossomo
enrolado, parecendo um fio de telefone, haploide (n), e mergulha-
do no citoplasma formando uma fita dupla tipo escada. O DNA
da bactéria Escherichia coli, que é a mais estudada no mundo, tem
cerca de quatro milhdes de pares de bases e teria cerca de Imm
de comprimento se alongado, o que representa, aproximadamente,
mil vezes o tamanho de sua célula e tem ao redor de 10% do peso
microbiano. Algumas bactérias podem ter um cromossomo circu-
lar extra, menor, chamado de plasmideo e que tem varios genes de
resisténcia da célula.
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2.3.2 Replica¢ao do DNA

Antes de a célula se dividir, a bactéria precisa replicar o material
genético contido nos genes, que sdo fragmentos do cromossomo
(Figura 2.6, Figura 2.7 e Figura 2.8). A replicagdo bacteriana é um
processo semiconservativo em que uma nova fita vai sendo produ-
zida, a partir de uma mais velha. Na primeira etapa da replicagdo, as
duas fitas se separam e sdo desenroladas pela enzima DNA girase.
Depois, outra enzima chamada DNA polimerase vai adicionando
novas bases nitrogenadas aos pedagos e a nova fita vai sendo forma-
da até o final do processo. As bases nitrogenadas que se ligam sao:
Timina (T) com Adenina (A), e Citosina (C) com Guanina (G). A
enzima DNA ligase ¢ a tiltima a atuar e faz com que a fita nova seja
continua. Cada molécula de DNA de fita dupla tera uma fita vinda
da bactéria mae (original) e outra da filha (fita nova formada).

2.3.3 Transcri¢ao, tradugao e sintese de proteinas

Como ja vimos, o gene ¢ um fragmento do DNA que contém
uma sequéncia de nucleotideos para sintetizar uma proteina. A
partir da informagdo do DNA, ocorrem dois processos que vao
culminar na sintese de proteinas: a transcricao e a traducao.

Na transcri¢do, a enzima RNA polimerase, de forma semelhante
ao que ocorre na replicacao do DNA, sintetiza uma fita de RNA a
partir de uma de DNA. A diferenga, nesse caso, é que a base nitro-
genada Timina (T) se liga com outra base chamada Uracila (U). A
ligacao das bases Citosina (C) e Guanina (G) ocorrem de forma
parecida na duplica¢ao do DNA.

Dessa forma, a informagao do gene é copiada para uma molécu-
la de RNA mensageiro (mRNA), no processo de transcrigdo. Esse
mRNA transporta as informagoes da area nuclear para os ribosso-
mos, no citoplasma, onde sdo feitas as proteinas. Os ribossomos
sao constituidos de proteinas e RNA ribossomico (rRNA). Outro
termo estudado nessa parte é o do RNA transportador (tRNA),
que carrega os aminoacidos para o ribossomo.

O cddigo genético ¢é formado por unidades chamadas cédons.
Cada codon é constituido de trés letras, correspondentes as bases
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Figura 2.6. Processo de divisdo do cromossomo. FONTE: Modificado de Pelczar et al. (1996).
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Figura 2.7. Divisdo da bactéria. FONTE: Modificado de Tortora et al.
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Figura 2.8. Duplicacdo do cromossomo. FONTE: Modificado de
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nitrogenadas. AUG, por exemplo, é um cdédon que codifica o
aminodacido metionina e da inicio ao processo da mensagem. Mais
de um codon pode codificar um aminoacido. Ha 64 cddons, sendo
que 61 codificam aminoacidos e 3 nao, esses dao sinais de inter-
rupgao da tradugao.

Em resumo, a tradugdo é o processo em que a informagao co-
dificada do mRNA orienta a sequéncias dos aminodcidos e as res-
pectivas proteinas.

2.3.4 Mutacao e Recombinacao do material genético

Normalmente quando vocé ouve falar em genética logo vem a
mente as informagdes hereditarias que sdo passadas de uma ge-
ragdo para outra. Essa primeira parte foi abordada até aqui. Mas,
como vimos na defini¢do, a genética também estuda as variagoes
ou alteracdes nas células microbianas. Ha dois tipos basicos de al-
teragdes celulares: as fenotipicas, que sdo causadas por algum fa-
tor do meio ambiente, e as genotipicas, no material genético. Um
exemplo interessante de alteracdo fenotipica é o causado pela saca-
rose em bactérias do género Azomonas. Quando o meio estd rico
em sacarose, as suas colonias sdo grandes e viscosas. Na sua ausén-
cia, elas sdo pequenas e ndo sdo viscosas.

As mudangas genotipicas mais complexas podem ocorrer de
duas formas: mutacao e recombinac¢do. As mutagdes sao alteragoes
na sequéncia de bases nitrogenadas do DNA, dando um produto
que pode ser muito diferente do material genético original. Elas
podem ser benéficas ou maléficas, dependendo do caso. As recom-
binagdes, como o proprio nome diz, sio processos que levam a
uma nova combinac¢ao de genes de um cromossomo.

Agentes mutagénicos sao aqueles que causam alteracdes no DNA
e que podem ser transmitidos para os descendentes das células afe-
tadas. Alguns exemplos desses agentes sdo: substancias quimicas ni-
trogenadas, compostos em fumagas de cigarro, antibiéticos e radia-
¢oes UV (ultravioleta) e ionizantes; essas ultimas de comprimentos
de onda menores como os raios-x e raios gama. Alguns agentes mu-
tagénicos podem ser, também, cancerigenos, desencadeando cres-
cimento desordenado de células. O teste de Ames é um exame para
identificar possiveis agentes carcinogénicos em bactérias sensiveis.



Figura 2.9. Transformacdo bacteriana.
FONTE: Modificado de Pelczar et al.

(1996, p. 346). \_
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As recombinagdes genotipicas, conforme ja mencionado, sdo
rearranjos de material genético dando novas combinagdes aos
produtos obtidos. Ha nas bactérias trés tipos basicos de recombi-
nag¢ao: transformagao, conjugacao e transdugao.

A transformacao ocorre quando um fragmento de material ge-
nético de uma célula passa para outra, sendo incorporada no cro-
mossomo da segunda (Figura 2.9). Na natureza, pedagos de um
cromossomo de célula que foi lesada, por exemplo, podem ser re-
absorvidos por uma célula viva, passando a fazer parte do cromos-
somo da segunda. Esse processo pode ocorrer naturalmente em
varias bactérias dos géneros: Bacillus, Streptococcus, Staphylococus,
Acinetobacter e Neisseria. A Escherichia coli é bastante usada em
processos de transformacao laboratorial, que irdo fornecer condi-
¢des para trabalhos de engenharia genética.
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A conjugacio ocorre quando o material genético de uma célu-
la bacteriana ¢é transferido para outra (Figura 2.10). Esse processo
ocorre pela a¢ao de pilis sexuais que aproximam as células, que uma
vez aderidas, formam um canal através do qual é transferida a in-
formacao genética. Normalmente, o material vem de plasmideos e é
feito entre células doadoras e receptoras. A Escherchia coli ¢ um bom
exemplo de organismo onde sdo realizados experimentos de trans-
feréncia de genes. O termo fator F (fator de fertilidade) é aquele
que apresenta a capacidade de transferir material de um organis-
mo para outro. F+ (doador), F- (receptor). O termo Hfr é o que
descreve uma alta frequéncia de recombinacao.

A transdugéo é o processo de transferéncia de material genético
de uma célula para outra através da agao dos bacteridfagos estuda-
dos na parte de virus (Figura 2.11). O material genético dos virus é
injetado na célula hospedeira da bactéria e esses sao incorporados
pelas células descendentes.

2.3.5 Genética e Biotecnologia

Desde os tempos remotos, os microrganismos tém sido uteis
para a humanidade na fabricagdo de paes, cerveja, vinho, queijos,
iogurtes e varios outros produtos. No passado, o termo biotecnolo-
gia englobava os processos fermentativos das células microbianas
selecionadas. Estirpes mais adaptadas e produtivas foram desen-
volvidas com o auxilio de mecanismos naturais de alteragdes gené-
ticas discutidos aqui: mutagdes e recombinagdes (transformacao,
conjugacdo e transdugao).

A biotecnologia moderna ampliou esse conceito e hoje em dia
utiliza-se de novas ferramentas como, por exemplo, o DNA re-
combinante, que artificialmente manipula genes de origens dife-
rentes para criar novos organismos. Os estudos de plasmideos fo-
ram intensificados, e hoje, é possivel pegar genes de uma bactéria,
com uma determinada caracteristica interessante, e introduzi-los
no material genético de uma planta. A soja transgénica, hoje re-
sistente a aplica¢do de fungicida gracas a introducdo de genes de
bactérias do solo, é um exemplo dessa ideia bastante revoluciona-
ria. Outros exemplos interessantes na agricultura sao bactérias do

Fungicida
Agente que controla fungos.
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género Rhizobium e Bradyrhizobium que fixam melhor o nitro-
génio do ar e sdo inoculadas em plantas leguminosas. A bactéria
Pseudomonas foi modificada para produzir uma toxina de outra
bactéria Bacillus thuringiensis, que combate insetos em plantas.

Outros exemplos de grande aplicagdo na industria farmacéutica
da engenharia genética sdo: insulina humana por Escherichia coli,
interferon por E. coli e Saccharomyces cerevisiae, vacina contra he-
patite B, por S. cerevisisiae, taxol, por E. coli, hormoénios de cresci-
mento humano, por E. coli, entre tantos outros.

As bactérias possuem um DNA prin-
cipal e um pequeno DNA circular, o
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pdf>. Acesso em: 28/03/2010.
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Ferramentas in vitro de modificagdes genéticas podem ser uti-
lizadas para complementar as técnicas in vivo, como as mutagoes
e recombinagdes. As mais modernas sao: enzimas de restricao,
sequenciamento e sintese de DNA, clonagem molecular, plasmi-
deos e bacteridfagos como vetores de clonagem (Figura 2.12),
amplificacdo de DNA e mutagénese. As enzimas de restrigdo sao
as que reconhecem e quebram em locais especificos do DNA. Os
vetores de clonagem sdo aqueles em que os genes podem ser re-
combinados e replicados. O termo transposon é bastante usado e
significa um segmento de DNA que pode se mover de uma mo-
lécula para outra. Mutagénese ¢ uma técnica onde um determi-
nado gene de muta¢ao pode ser sintetizado, de forma dirigida.
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Figura 2.13. Processo de engenharia genética utilizando plasmideo “Ti". FONTE: Tortora et al. (2000, pg. 261).
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Recentemente novas técnicas vem sendo bastante emprega-
das na clonagem de DNA: sdo as de sequenciamento de DNA
pelos processos de Southern blotting, DNA fingerprinting e PCR
(polimerase chain reaction). As duas primeiras sdo importantes
para se localizar um determinado gene num material bioldgico.
Isso poderia ajudar na prevencao de doengas em estagios iniciais
de desenvolvimento ou até mesmo antes de ela aparecer.

Em adigdo a identificagdo, a terapia génica pode ser utilizada,
substituindo genes defeituosos ou ausentes por outros melhores.
Outra aplicacgao interessante é a da medicina forense, onde se tem
como objetivo desvendar crimes com o auxilio genético, através de
analises de restos humanos e de animais. As analises de PCR sao
usadas para amplificar amostras de DNA a partir de fragmentos de
materiais bioldgicos. A partir dessa amplificagao, uma quantidade
maior de material pode ser produzida para identificar microrga-
nismos em amostras ambientais, por exemplo. Sondas molecu-
lares também podem ser utilizadas nas industrias de alimento e
farmacéutica para identificar possiveis patogenos e produtores de
toxinas humanos.

Através de técnicas moleculares, entre tantas aplica¢oes, ha o
potencial de se construir mapas genéticos dos cromossomos de
microrganismos. O objetivo geral seria identificar cada gene do
organismo e sua respectiva fung¢do, aumentando as possibilidades
de utiliza¢do do potencial genético, nas mais variadas atividades
humanas. Essa ideia geral, definida como projeto genoma, esta
sendo estudada para outros organismos. Num futuro préximo
conheceremos os genes e as suas respectivas fungdes em vérios
seres vivos, inclusive os seres humanos. Um novo e surpreendente
admiravel mundo novo esta para surgir, afetando radicalmente a
vida no nosso planeta.

Resumo

As bactérias sdo microrganismos muito interessantes e habitam
praticamente todos os ambientes terrestres. Sdo seres procarion-
tes e apresentam uma célula mais simples comparada com as dos
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organismos eucariontes. As células bacterianas, isoladas ou em ar-
ranjos, podem se apresentar numa das seguintes formas: cocos,
bacilos, espirilos, vibrides e espiroquetas. As estruturas da célula
sao: flagelo, pili, fimbria, capsula, parede celular, membrana cito-
plasmatica, mesossoma, ribossomo, granulos, citoplasma, esporo,
cromossomo e plasmideo. A bactéria tem reproducao assexuada e
se divide ap6s realizar duplicagao do material genético e sintese de
proteinas. Mutagdes e recombina¢des podem ocorrer com desta-
que para os processos de transformagdo, conjugacao e transdugao.
A genética bacteriana ¢ uma das dreas que mais cresce na biologia,
dando origem a novos organismos geneticamente modificados,
produtos e processos de biotecnologia.
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Reino Protista

Neste capitulo serdo estudados os protistas, com desta-
que para as algas e os protozodrios.







Os protozoarios e as algas pertencem ao reino Protista, que in-
cluem os organismos eucarioticos unicelulares. No entanto, desde
o inicio da biologia, houve a tendéncia de os organismos desse
reino, que apresentavam mobilidade e heterotrofismo, serem estu-
dados pelos zoologistas, enquanto que os fotoautotréficos foram
assumidos pelos boténicos. Desta forma, organismos do mesmo
reino sdo discutidos e disputados como dois grupos. Isto muitas
vezes cria certa confusdo. Os organismos euglenoides, por exem-
plo, sdo considerados pelos botanicos como uma alga flagelada e
pelos zoo6logos como um protozodrio clorofilado.

3.1 Algas

3.1.1 Introducgao

Um dos grupos de organismos mais interessantes e estudados
em microbiologia é o das algas. Muita gente faz confusdo sobre o
que de fato sdo as algas e iremos abordar sobre o que sao e qual a
area de importancia dessas no meio ambiente e alimentagao.

Vocé sabia que as algas ja foram antigamente descritas e estuda-
das totalmente como plantas? Elas ja fizeram parte do Reino Plan-
tae e, curiosamente, o termo alga vem de uma palavra em latim
que significa “planta marinha”. As algas sdo, também, estudadas
na botanica, como vocé ja viu em outra disciplina (Sistematica Ve-
getal I). Claro que existem algas que parecem com plantas, pois



muitas possuem cloroplastos, onde ¢ realizada a fotossintese, mas
ha também outras que sdo muito diferentes dos vegetais. O estudo
das algas é chamado ficologia.

Em geral, as algas podem ser microscépicas (microalgas) e ma-
croscopicas (macroalgas) e apresentam pigmentos fotossintéticos.
Hé uma grande diversidade desses organismos e a classificagdo de-
las é bastante complexa e polémica.

Em linhas gerais, os ficologistas trabalham com dois grupos de
organismos: os procariontes e os eucariontes. As dos procarion-
tes fazem parte do antigo Reino Monera, com destaque para as
cianoficeas, ou algas azuis, hoje chamadas de cianobactérias. Elas
sao do dominio Bactéria, sao unicelulares ou filamentosas e sdo
fototroéficas. O tamanho delas pode ser o de uma bactéria normal,
com diametro de aproximadamente 0,5 a 1pm até células maiores
de 10um. Elas apresentam, em geral, clorofila a, que é verde, e ou-
tros pigmentos como a ficocianina (azul) e ficoeritrina (vermelha
ou marrom). Em geral, habitam ambientes tanto terrestres como
aquaticos, podendo estes ultimos ser de agua doce ou salgada.
Exemplos de géneros de cianobactérias sao: Oscillatoria, Spirulina,
Anabaena, Nostoc, Nodularia e Microcystis. Vale destacar que

a Anabaena, que tem um carater endofitico e fixa o nitrogénio . Carater endofitico
Situado ou que ocorre dentro

] o ) : de tecidos de plantas, sem
nome Azolla, que pode ser essencial nutricionalmente em siste- - causar aparentemente dano

do ar, faz associagdo simbidtica com uma samambaia aquatica de

mas de produgdo de arroz irrigado. Mycrocystis é um organismo +  aseus hospedeiros.
importante que causa floragdes em aguas, produzindo toxinas e
contaminando os ambientes aquaticos.

O segundo grande grupo de algas, as eucariontes, fazem par-
te dos Reinos Protistas e Plantae. Elas apresentam cloroplastos,
fazem fotossintese e sao classificadas em filos: Clorophyta (algas
verdes), Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas mar-
rons), Euglenophyta (euglenas), Dinophyta (dinoflagelados) e
Bacilariophyta (diatomataceas).

As Clorophytas (verdes) podem ser unicelulares e multicelulares,
apresentam clorofila a e b, amido e lipidios como substancia de re-
servaehabitamambientes imidos eaquaticos (principalmenteagua
doce). Um exemplo interessante de microalga verde é a Chlorella,
que ¢ usada na alimentacdo humana e tem aproximadamente



10pm de diametro. Exemplos de filamentosas verdes sio dos géne-

ros Spirogyra, Ulothrix e Cladophora.

As Rhodophytas (vermelhas) tém clorofila a e d e apresentam
amido das florideas como substancia de reserva. Apresentam pig-
mentos chamados ficoeritrinas, sdo aquaticas e bastante emprega-
das na alimentagdo oriental para fazer sushi. Um exemplo desse tipo
tem o nome de Nori, que ¢ uma alga vermelha do género Porphyra.

As Phaeophytas (marrons) sdo marinhas, apresentam clorofila
a e ¢, pigmentos carotenoides e xantofilas, variam de tamanho,

Kelps . podendo apresentar formas microscopicas até os “Kelps” que

coberturas extensas de algas .
(“florestas de algas”).Os .
Kelps, sdo constituidos por me (Undaria e Sargassum) e Kombu (Laminaria), importantes

algas da ordem Laminariales. na culinaria oriental.

podem chegar a 60 metros. Exemplos desse grupo sao as Waka-

As Dinophytas (dinoflagelados) sao unicelulares, tém clorofila
a e ¢, apresentam como pigmento carotenoides e como substéncia
de reserva amido e gordura. Podem produzir toxinas que matam
peixes e outros animais.

As Euglenophyta (euglenas) sdo unicelulares com flagelos, tém
clorofila a e b, carotenoides e xantofila como pigmento, t¢ém como
substancia de reserva granulos de paramilo.

As Bacilariophyta (diatomatdceas) sdo unicelulares, aquaticas e
terrestres, tém clorofila a e ¢, a substancia de reserva é a crisolami-
narina e tém também carotenoides e xantofila. Apresentam uma
carapaca dura, com grande quantidade de silica e tém uma diver-
sidade de formas. A partir dos antigos depdsitos das frustulas, po-
dem formar rochas denominadas diatomito, com essa estrutura
dura e rigida, podendo ser usadas na fabricagdo de filtros e pedras
de raspagem de calos em pessoas.

3.1.2 Aimportancia das algas

Pelo fato ja salientado de realizarem fotossintese, a maior impor-
tancia das algas, em termos ecoldgicos no planeta, esta na produgao
global de oxigénio. Hé estimativas de que mais de 50% do O, estd
ligada as algas, que habitam uma vasta area de superficie dos oce-
anos. Outra importante fun¢do desse grupo de organismos é que
fazem parte, através do fitoplancton, da cadeia alimentar de muitos



seres vivos, incluindo grandes animais. E de se esperar que, num
grande vazamento de petrdleo, como, por exemplo, do navio Exxon
Valdez, em 1989, no Alasca, uma imensa area e um grande numero
de espécies sejam afetados. Além de serem alimentos, as algas po-
dem também se nutrir de bactérias, equilibrando o meio ambiente.

As algas, juntamente com as plantas, participam dos processos
de formagdo de muitos solos. Por serem produtores primarios, as
algas se fixam nas rochas e, com o passar do tempo, tendo umida-
de e calor, comegam a liberar substincias organicas que quebram
a estrutura das rochas formando os solos. Vocé ja deve ter visto,
quando, em viagem, uma rocha exposta, contendo muitos orga-
nismos verdes limosos na sua superficie. De forma lenta e conti-
nua essa rocha vai se desgastando, num processo chamado intem-
perismo, e os solos sdo formados de forma bem superficial. Com
o passar do tempo, outros organismos chegam e as camadas vao
ficando maiores nesses ambientes desbravados pelas algas.

Um aspecto negativo das algas, do ponto de vista humano, é
que muitas delas, conforme ja mencionado na introdugao, podem
se reproduzir em grande escala e contaminar as dguas através da
produgdo de toxinas.

Além desse aspecto biologico, que pode contaminar peixes, mo-
luscos e crustaceos, e inclusive o ser humano, hd a poluigdo visual

pela enorme produ¢ao de massa verde. Normalmente, isso ocorre

Figura 3.1. Floracéo de algas
verdes no lago Titicaca, Peru.
FONTE: Fotografia de Viviane
Mara Woehl, (arquivo pessoal -
julho de 2005).




pelo desequilibrio nutricional nas aguas pela descarga de esgotos

ou fertilizantes, com destaque para os elementos nitrogénio e fos-
foro. A eutrofizagdo ¢ esse fendmeno de crescimento desordenado
de algas e plantas que pode atingir niveis preocupantes no ambien-
te. Com o excesso de massa verde, ha uma grande deposi¢do de
matéria orgdnica, que exigird uma quantidade elevada de oxigénio
para a sua decomposi¢do. A consequéncia natural, em muitos ca-
sos, ¢ a mortalidade de peixes e outros seres vivos. Com certeza,
vocé ja deve ter lido sobre isso em varias partes do pais, como, por
exemplo, na lagoa Rodrigo de Freitas no Rio de Janeiro e em mui-
tas represas do estado de Sao Paulo, principalmente no verao.

Como vocé pode notar, a microbiologia ¢ uma importante disci-
plina que, apesar de estudar microrganismos, tem uma dimensao
maior pelo efeito destes no meio ambiente. No geral, os problemas
estdo todos envolvidos e atuando paralelamente. A polui¢do por
fertilizantes pode causar um problema maior, pelo desbalancea-
mento nutricional nas dguas, afetando muitos seres vivos.

No aspecto biotecnolégico, estudado com mais detalhe em ou-
tro capitulo deste livro, podemos ver a importancia das algas em
varias areas de atuagdo humana. Varios produtos sao feitos de al-
gas, como, por exemplo, a industria farmacéutica com a produ-
¢do de cosméticos e medicamentos. Ha diversos produtos como
cremes para a pele e pasta de dentes que sio feitos a partir desses
organismos. As algas podem também fazer parte de filtros, como
vimos na introdugao, para as algas diatomaceas. Na industria de
alimentos ha uma gama de produtos na culinaria oriental que se
destaca e que cresce a cada dia. Em macroalgas temos os exemplos
de Nori, Wakame e Kombu, que podem ser utilizados para fazer
o sushi e para o consumo em saladas e sopas. Derivados de algas,
como, por exemplo, o alginato, podem ser utilizados na industria
de cerveja, estabilizantes e espessantes, e na preservagao de frutas.
A carragenina é outra substancia que atua no clareamento de cer-
veja e é também espessante e estabilizante.

Outro produto de grande destaque é o agar, um polissacarideo,
extraido de algas marinhas do género Gelidium e outros, e tem a
funcao de solidificar o meio, atuando como gelatina. Esse agar é bas-
tante usado na produgdo de meios de cultura, em microbiologia e



outras areas, como cultura de tecidos vegetais e animais. A agarose
¢ um produto mais refinado e que ¢é utilizada na composi¢ao do gel
de analises de biologia molecular. Curiosamente, quando alguém
vai fazer um exame de paternidade, as algas podem participar dessa
importante atividade. Na microbiologia forense, para tentar desven-
dar crimes, materiais bioldgicos sdao analisados e podem também
utilizar a agarose.

As microalgas podem ser utilizadas na dieta humana, com exem-
plos dos géneros Chlorella, Spirulina e Dunaliella. Além de forne-
cerem varias vitaminas, as algas sdo ricas em proteinas, substancias
antioxidantes, como o Omega-3 e apresentam varios minerais, usu-
almente ndo muito consumidos no cotidiano. Esses produtos, em
forma de capsulas, sao encontrados em farmacias e supermercados,
no mercado de produtos naturais e estdo em franco crescimento, ja
que muitas pessoas estdo aderindo a essas dietas alternativas.

Em varias partes do mundo ha a producao dessas algas em tan-
ques oxigenados, principalmente em paises com grande exposi¢ao
a0 sol, como é o caso de Israel e nos Estados Unidos, na California.
Nessa linha de produgdo de biomassa, recentemente, tem sido bas-
tante estudado o potencial de algas na industria de combustiveis,
os biocombustiveis, muito na midia mundial.

A biomassa das algas, como ocorre em muitas partes do mundo,
pode também ser utilizada para a fabricacao de ragdo, adubos or-
ganicos e na produgdo de pigmentos como por exemplo a ficobili-
proteina, empregada nas analises de imunofluorescéncia.

Em resumo, a importancia das algas ¢ muito grande e esta em
fase de expansao, em diversas areas do conhecimento humano.

3.2 Protozoarios

Além das caracteristicas que os incluem no reino Protista (célu-
las eucaridticas e unicelulares), os protozoarios sdao heterotréficos,
geralmente moveis e sem parede celular. Sdo unicelulares unos, ou
seja, ndo formam agrupamentos ou filamentos, se apresentando,
sempre, de forma celular isolada.



Pseuddopodes

(em grego: falsos pés -
pseudo + podes)

é um termo para as extensoes
fluidas do citoplasma de
seres unicelulares, utilizadas
para a alimentagdo e a
locomogao. Sao evaginagoes
da membrana plasmatica
que surgem por meio de
deslocamentos do citoplasma
e que movimentam a célula e
englobam particulas.

Fissao binaria

Nome dado ao processo de
reproducao assexuada dos
organismos unicelulares que
consiste na divisao de uma
célula em duas por mitose,
cada uma com 0 mesmo
genoma da“célula-mae” (com
0 mesmo DNA ou material
genético da “célula-mae”)

Fissao multipla

O nucleo se divide multiplas
vezes antes da célula se dividir.
Apos a formagao de vérios
nucleos, uma pequena porcao
do citoplasma se concentra ao
redor de cada nucleo e entao,
uma Unica célula se separa em
células-filhas.

Gemulacao

A gemulagao, também
chamada de gemiparidade

ou brotamento, caracteriza-se
pelo aparecimento de brotos
Ou gemas, que surgem e
crescem ligados ao organismo
inicial e que podem, ou nao,
dele se desprender em certa
época da vida.

A caracteristica de mobilidade foi responsavel pela sua deno-
minagao de primeiros animais (protos = primeiro, zoo = animal).
Podem se locomover por pseudopodes, flagelos ou cilios.

Como heterotroéficos podem atuar como saprégenos decom-
pondo a matéria organica, parasitas e predadores, incluindo os
proprios protozoarios (holozoicos) e simbiontes. Protozodrios fla-
gelados que vivem em associagdo com cupins, degradam a celu-
lose (ingerida, mas nao digerida) em substancia glicogénica que é
assimilada pelo inseto.

Apresentam dimensdes variaveis. Leishmania donovani, 10 pm,
Amoeba proteus, 400 pm e alguns ciliados chegam a 2.000 um.

Eles podem produzir cistos, envoltérios tempordrios que au-
mentam a prote¢do contra as agressoes externas. Falta de alimento
e desidratacao favorece o encistamento. Ele também pode ocorrer
durante a reprodugdo, como forma de prote¢do quando é transmi-
tido de um hospedeiro para outro.

A reproduc¢ao pode ser sexuada ou assexuada. A reprodugio
assexuada pode ser por divisao ou fissao (binaria ou multipla) e
gemulacdo. A sexuada pode ser por conjugac¢ao (unido tempora-
ria de dois individuos para troca de material genético) ou fusao de
gametas (comparavel aos espermatozoides e 6vulos). Os protozoa-
rios possuem capacidade de regeneragao de partes perdidas.

3.2.1 Classificacao

Devido ao fato de serem heterotréficos e necessitarem buscar
alimento, a principal caracteristica utilizada ¢ o modo de locomo-
¢do0. Apesar de existirem inimeras espécies, as mais citadas sdo as
causadoras de problemas para o homem. Sao divididos em quatro
grandes grupos:

Mastigophora

Locomocgao por flagelos. O nimero, a posi¢do e o tamanho siao
importantes na classificagdo.

Exemplos:

o Trichonympha collaris — Simbionte de cupins.



o Trichomonas buccalis, T. hominis, T. vaginalis — Causado-
res de gengivites, inflamacao no intestino e trato urogenital,
respectivamente.

o Trypanossoma cruzi — Causador da doenca de Chagas. O agen-
te transmissor € o barbeiro (Triatoma).

e Giardia lamblia — Causa diarreia, principalmente em criangas.
E um dos eucariotos mais antigos. Nao apresenta mitocondrias,
nao se sabe, entretanto, se nunca a tiveram ou se a perderam.

Sarcodina

Locomogido por pseuddpodes. Sdo conhecidos como amebas.
Além da locomogdo os pseuddpodes, servem para a ingestdo. A
Entamoeba histolytica é a espécie caracteristica desse grupo.

Ciliophora

Locomogao por cilios. Os cilios também auxiliam na alimenta-
¢do, conduzindo o alimento para o poro bucal. O grupo tem re-
presentantes como Paramecium, um ciliado comum na agua, e o
Balantidium coli, Gnico ciliado patogénico ao homem.

Sporozoa

Sdo pequenos, parasitas obrigatérios, formam esporos e as for-
mas adultas ndo apresentam organelas de locomogao.

Exemplos:

 Plasmodium vivax - Causador da malaria e tem como agente
transmissor 0s mosquitos.

 Coccidios que atacam a parede intestinal como as nosemoses.
A Nosema apis ataca as abelhas, destruindo as colmeias. Além
de ocasionar problemas na produc¢ao de mel, prejudica outras
atividades agricolas pela falta de polinizagao.

3.2.2 Importancia

Grande importincia é dada aos protozoarios pelos problemas
de saude causados ao homem. No entanto, outros atributos tdo ou
mais importantes sdo normalmente esquecidos. A grande maioria



dos protozodrios nao é patogénica ao homem. Alguns podem ser

predadores, ou parasitas de outros organismos. Outros sdo decom-
positores de matéria organica. Ha ainda os simbiontes, como os que
vivem no rumen de determinados mamiferos realizando a digestao
da celulose. Como grupo é um dos principais formadores do planc-
ton, que ¢ a base da cadeia alimentar dos ambientes aquaticos.

Resumo

Protistas sdo organismos eucarioticos unicelulares, tradicional-
mente divididos em fototroficos (algas) e heterotréficos (protozo-
arios). As algas fazem fotossintese, produzindo uma significativa
quantidade de oxigénio para o planeta, e sdo divididas em dois
tipos: as macroalgas e as microalgas. As algas sdo, também, mui-
to importantes, ecologicamente, por participar dos processos de
formacdo do solo, ciclagem de nutrientes e fazem parte da alimen-
tacao de varios seres vivos, incluindo o homem. Podem ser utili-
zadas na industria em varios produtos e, quando em desequilibrio
ambiental, podem contaminar a agua e produzir toxinas. Os pro-
tozodrios sao microrganismos que apresentam reproducdo sexua-
da ou assexuada e podem ser méveis ou ndo. Em termos ecoldgi-
cos, sdo importantes por fazerem parte da cadeia de alimentacao
de varios seres vivos, alguns sdo simbiontes, ajudam nos processos
de decomposi¢ao da matéria organica, e podem ser patogénicos ao
homem e animais.
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Fungos

Neste capitulo serdo estudados os fungos, com desta-
que para as suas caracteristicas, morfologia, reprodugdo
e importancia.







Fungos

4.1 Introducao

O reino Fungi ocupa uma posi¢do de interface com os reinos
animal, vegetal e protista. Historicamente vem sendo compara-
do as plantas, mas apresenta células somaticas sem diferencia-
¢do ou divisdao de trabalho. Os fungos podem ser unicelulares ou
multicelulares.

Curiosamente, o maior ser vivo que existe no planeta Terra é
um fungo do género Armillaria e que foi encontrado em florestas
do estado do Oregon, nos Estados Unidos. Suas partes subterra-
neas atingem muitos quilémetros quadrados e analises de DNA
mostraram que pertencem a um mesmo organismo.

4.2 Caracteristicas

Os organismos pertencentes ao reino Fungi sao caracterizados
por apresentarem:

a) Célula eucariotica: Células com nucleo envolto por membra-
na, onde estio os cromossomos. O DNA ¢ linear e associado a
histonas. O numero de cromossomos é superior a um e vari-
avel com a espécie, apresentando portanto mais DNA que os
procarioticos. Apresenta nucléolo, local onde ¢é sintetizado o
RNA ribossomal, e mitocondrias, organelas responsaveis pela
respiracao e fosforilagao oxidativa.
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b) Metabolismo heterotrofico: Nao possuem clorofila, dessa

Quimiorganotroficos
organismos que oxidam
somente substratos
organicos.

forma nao realizam fotossintese. Sdo quimiorganotroficos
que se nutrem por absor¢ao. Podem ser saprogenos, para-

sitas, predadores ou simbiontes. Como saprogeno, libera as
enzimas no meio as quais desdobram as macromoléculas em
subunidades que podem ser absorvidas. Muitos sao parasitas
de plantas, outros de animais e mesmos de fungos. Grande
parte atua como facultativos, enquanto alguns sdo obrigatd-
rios. Eles podem usar suas enzimas para matar as células e
depois usa-las (necrotroficos) ou, podem produzir hifas es-
pecializadas, denominadas de apressorios e haustoérios, para
se fixarem nas células dos hospedeiros e absorverem os nu-
trientes (biotréficos). Muitos fungos formam associagdes
com raizes de plantas (micorrizas) favorecendo a absorc¢ao
de nutrientes e agua.

c) Parede celular: E responsavel pela forma, protege o citoplas-
ma e é necessaria nas associagdes para reprodugdo, parasi-
tismo e simbiose. E constituida de um componente micro-
fibrilar (“esqueleto”), localizado no lado interno da parede,
embebida por uma matriz que se estende para o lado exter-
no. O componente microfibrilar é constituido de um compo-
nente cristalino insolivel em agua, que inclui glicanas (po-
limeros de glicose de ligagao variada) e quitina (polimeros
de N-acetil-glicosaminas, também chamado de glicoami-
noglicano). A matriz é de polissacarideos soliveis em agua
(glicanas e glicoproteinas). Lipideos e melaninas sao outros
compostos que podem estar presentes. A celulose geralmente
esta ausente nos fungos verdadeiros. Ela é mais comum na
Stramenopila (Oomycetos), que embora sejam morfologica-
mente parecidos com os fungos nao estao filogeneticamente
relacionados a eles.

d) Geralmente imoveis: Alguns grupos relacionados aos fungos
podem apresentar flagelos e alguns sao ameboides.

e) Maioria aerdbia: Principalmente os filamentosos. As levedu-
ras sdo facultativas.



Fungos

4.3 Morfologia

Os fungos apresentam formas diferenciadas nas estruturas so-
maticas ou reprodutivas. Essas diferencas morfoldgicas sao a base
dos sistemas de identificagéo.

4.3.1 Sistema somatico

E constituido por uma ou mais células. As formas unicelulares
sao conhecidas como leveduras. Sao ovais (esféricas alongadas) e
maiores que as bactérias, com dimensdes que variam de 1 a 5 um
por 50 um. Nao tem mobilidade e formam em meios de cultura
colonias lisas e brilhantes, semelhantes as das bactérias.

As formas multicelulares ou filamentosas sdo conhecidas como
bolores. As células sdo reunidas pelas extremidades formando
um tubo denominado de hifa e o conjunto dessas o micélio. As
hifas sao finas (5 a 10 um de diametro), transparentes e rigidas.
Elas crescem por alongamento pela ponta, pois, nessa regido, a
ligacdo dos polissacarideos ainda ndo é fixa, o que permite a in-
clusao de outras unidades. O crescimento também pode ocorrer
em outras partes, produzindo ramificagdes. Cada fragmento que
contém nucleos é capaz de gerar novos individuos.

Fungos dimérficos apresentam tanto a forma unicelular (levedu-
ras), como a multicelular (filamentosa). E ocorrem principalmente
entre os parasitas. Quando crescem fora do hospedeiro sdo filamen-
tosos e dentro destes unicelulares.

Tipos de Hifas

Muitas espécies de fungos apresentam interrupgdes nas hifas,
chamadas de septos (invaginacdes entre as células) (Figura 4.1B).
Algumas vezes estas invaginag¢des sdo produzidas em espagos re-
gulares com um, dois ou mais nucleos, dividindo os filamentos em
células distintas. No entanto, podem existir poros que permitem a
migrac¢do de nucleos e outras organelas entre as células, formando
um protoplasma continuo. No filo Ascomycota, os poros as vezes
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podem ser bloqueados por estruturas como corpos de Woronin.

Em alguns casos como no filo Basidiomycota o septo pode tornar-se
inflamado proximo ao septo, quando entio é denominado de
doliporo-parentossomo.

\_ Nucleo )

Figura 4.1. Tipos de hifas. FONTE: modificado de Pelczar et al. (1996, p. 125).

Em outras espécies, o septo raramente esta presente (Figura
4.1A), surgindo apenas na base de estruturas reprodutivas ou em
partes velhas formando micélios asseptados ou cenociticos. A cé-
lula cenocitica é essencialmente uma célula com muitos nucleos.

As hifas podem ser diferenciadas através da formacao de estru-
turas mais complexas (Figura 4.2.):

+ Rizoides: hifas especializadas que penetram no substrato, apre-
sentando forma de raizes. Servem para sustentacao e nutrigao.

o Anastomose: uniao de hifas.

« Grampo de conexio ou fibula: caracteristico de micélio binu-
cleado de Basidiomycota.

» Haustorios ou sugadores: hifas que penetram no hospedeiro
para absorver nutrientes.

As hifas podem se organizar em:

« Rizomorfos ou cordées miceliais: conjunto de hifas reunidas
paralelamente podendo se entrelacar.

o Plecténquimas: reunido de hifas formando massas consistentes
densas com fusdo das paredes. Quando as hifas perdem a sua in-
dividualidade, o plecténquima é denominado de esclerécito, que

Estruturas eletronicamente
densas de forma esférica,
retangular ou hexagonal.
Possui a fun¢do de manter a
integridade hifal. Ocorrem,
provavelmente, em situagées
tais como envelhecimento e
ataque por outros organismos,
impedindo desta forma

que haja extravasamento
citoplasmdtico com
consequente morte do
organismo.



¢ muito resistente as condi¢oes adversas. Quando as hifas depois

de soldadas ainda conservam a sua individualidade a estrutura é
denominada de estroma. Orgaos reprodutivos podem ter origem
nos estromas. Em alguns casos ¢ dificil diferenciar os dois tipos.

4 )

G Anastomoses

......................................................................................................................................................................................................................................................

@ Grampo de conexao

p

\ J
Figura 4.2. Diferenciacéo de hifas. FONTE: modificado de Pelczar et al. (1996, p. 125) e Silveira (1995, p. 10-11).

4.3.2 Sistema Reprodutivo

As estruturas reprodutivas exibem uma diversidade de formas,
que sao utilizadas na classificagao. Os fungos podem apresentar
estruturas de reprodugdo assexuada (Figura 4.3) ou sexuada.

4 )

0 Artrésporos e Clamiddsporos

\ Y,
Figura 4.3. Reproducao assexuada. FONTE: Modificado de Silveira (1995, p. 34-35) e
Pelczar et al. (1980, p. 318).
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Reproducao Assexuada

Esta forma de reprodugdo também é denominada de somatica
ou vegetativa, pois ndo envolve a fusdo de gametas, ¢ a chama-
da fase anamorfica (fase assexual) e pode ocorrer por diferentes
procedimentos:

a) Fragmentacao

b) Formas de resisténcia como: plecténquimas: esclerécitos e
estromas.

c) Artrdsporos: esporos que se formam pela quebra das extremi-
dades da hifa (Figura 4.3A).

d) Clamiddsporos: esporos formados por células especiais de
descanso (Figura 4.3B).

e) Fissdao binaria: divisao da célula (Figura 4.3C).

f) Brotamento ou gemulag¢ao: surgimento de protuberancia que
vai aumentando até originar outra célula (Figura 4.3D).

g) Esporos: os esporos representam o método mais comum de
reprodugdo assexuada (Figura 4.4). Eles variam em cor (trans-
parentes, verdes, amarelos, vermelhos, marrons, pretos) e for-
ma (ovais, esféricos, globulosos, helicoidais). Algumas espécies
podem produzir até quatro tipos de esporos.

Tipos de esporos Assexuados

Os esporos podem estar no interior de estruturas (endoge-
nos) ou externamente (exogenos), serem imadveis (aplandspo-
ro) ou méveis (plandsporos ou zodsporos).

» Esporos enddgenos imdveis sao denominados de esporan-
giosporos, estdo contidos num esporangio, que é sustentado
por uma hifa denominada de esporangiéforo.

 Esporos enddgenos moveis sdo denominados de zoosporan-
giosporos, estdo contidos num zoosporangio, que é susten-
tado por um zoosporangioforo.

« Conidias sdo esporos exdgenos imdveis localizados nas ex-
tremidades nas hifas.

« Os esporos dos fungos normalmente sao imdveis (aplandspo-
ros). Apenas um grupo, os quitridios produzem zoodsporos.
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Figura 4.4. Tipos de esporos assexuados. FONTE: modificado de Pelczar et al. (1996, p. 263; 1980, p. 318-319).

Reproducao Sexuada

A fase sexual também é denominada de teleomorfica. Ha alta
incidéncia de recombinagao e formagao de novos genotipos. En-
volve a unido de dois nucleos compativeis. Um individuo pode
produzir diferentes tipos de “machos” e “fémeas”, compativeis ou
ndo. Ocorre em trés fases:

a) Plasmogamia: unido de dois protoplastos que pode ocorrer de
varias maneiras, gametas moveis, imoéveis, iguais, diferentes,
fusao de hifas ou células, fazendo com que os nucleos fiquem
juntos na mesma célula.

b) Cariogamia: fusdo de dois nucleos.

¢) Meiose: divisao reducional, reduzindo outra vez o nimero de
cromossomos ao estado haploide.



Os 6rgaos sexuais sdao chamados de gametingios e formam os
gametas. Quando ndo se distingue a sexualidade (“macho” ou “fé-
mea”) sdao denominados de isogametangio e isogametas. No caso
de serem diferentes o “macho” é chamado de anterideo e a “fémea”
de oogonia ou ascogonio.

Diferentes tipos de esporos sexuados sao produzidos (Figura 4.5):
a) Odsporos: Esporos produzidos dentro da oogonia (Figura 4.5A).

b) Zigosporos: Esporos de parede espessa, produzidos a partir do
contato de duas hifas (Figura 4.5B).

¢) Ascosporos: Esporos produzidos no interior de ascos (saco),
geralmente em numero de 8 (Figura 4.5C).

d) Basidiosporos: Esporos produzidos na extremidade de basi-
dios (clava), geralmente em nimero de 4 (Figura 4.5D).

0 Odsporo e Zigbsporos

Gameténgiod

/

Zig6sporo

7Gamete‘mgio

Gameta Q

Obsporo

ascoOSporos~& Basidiésporos

Fios estéreis
Basidio

N\ y,
Figura 4.5. Tipos de esporos sexuados. FONTE: Modificado de Pelczar et al. (1980, p. 319; 324).
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4.4 Sistematica de fungos

E utilizada uma classificagdo filogenética, ou melhor, mono-
filética, e cada grupo contém um ancestral e todos os seus des-
cendentes. Como o aspecto morfoldgico foi determinante nesta
classificagdo, o que outrora se classificou como fungo, hoje pode
estar em outro grupo, pois individuos que apresentam formas
semelhantes podem nao apresentar um historico evolucionario
igual. Assim, hoje por questdes de tradicao e praticidade trés di-
ferentes grupos sao estudados pelos micélogos.

4.4.1 Reino Protista

Dentro deste reino ha quatro filos que, embora nao estejam re-
lacionados, sdo denominados de fungos limosos: Myxomycota,
Acrasiomycota, Plasmodiophoromycota e Dictyosteleomycota.

Myxomycota

Sdo denominados de fungos limosos acelulares, pois formam
plasmodio verdadeiro (massa de protoplasma ameboide, multi-
nucleada envolta por uma membrana citoplasmatica), ou seja, os
nucleos ndo estao separados por membranas celulares em células
individuais.

No estagio vegetativo apresentam-se como amebas (protozo-
arios) nutrindo-se por fagocitose (bactérias) ou absor¢ao. A fase
de crescimento é formada por células haploides com dois flagelos.
Estas células podem apresentar tipos sexuais e podem fundir-se
formando um zigoto diploide. O zigoto pode dividir-se repetiti-
vamente por meiose, formando um plasmoédio. Os plasmoédios
nutrem-se de materiais em decomposi¢ao (absor¢do). Quando as
condi¢oes do ambiente tornam-se adversas (mais seco ou faltam
alimentos), o protoplasma plasmodial torna-se concentrado, sur-
gindo um esporangio pedunculado. A meiose ocorre dentro dos
esporos (esporangidsporos), produzindo células haploides.

Acrasiomycota

Sao denominados de fungos limosos celulares, pois formam um
pseudoplasmodio.
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No estagio vegetativo estdo na forma de células isoladas (se-
melhantes a protozoarios), alimentando-se de bactérias. Tem
por habitat a agua doce, solo imido e vegetais em decomposi¢ao.
Sob condig¢des adversas agregam-se formando uma massa visco-
sa com muitos pseudoplasmodios (as amebas permanecem com
suas membranas celulares). Os pseudoplasmddios assemelham-se
as lesmas e podem migrar e transformar-se em corpos de frutifi-
cagdo produtores de esporos. Os esporos espalhados germinam e
dao origem as amebas completando o ciclo.

Plasmodiophoromycota

Durante a fase de crescimento apresentam-se como plasmaddio
multinuclear, sem parede celular. Apresentam zo6sporos com dois
flagelos chicoteantes. Sao fungos limosos parasitas obrigatdrios
que provocam aumento anormal no tamanho (hipertrofia) e no
numero de células (hiperplasia). Plasmodiofora brassicae provoca
hérnia das cruciferas.

Dictyosteliomycota

Formam pseudoplasmddios e produzem esporos nao flagelados.
O ciclo de vida dos fungos limosos é sumarizado na Figura 4.6.

4.4.2 Reino Stramenopila

E um novo reino baseado na estrutura do flagelo que esta sen-
do proposto a partir das algas. Apresenta trés filos: Oomycota,
Hyphochytridiomycota e Labyrinthulomycota.

Oomycota

Sdo reconhecidos como sendo diferentes do reino Fungi pois
estdo mais relacionados as algas, mas por tradi¢ao, bem como
por consideragdes praticas, tém sido estudados pelos micélogos.
Embora nao filogeneticamente relacionados aos fungos, eles tém
nutrigdo por absor¢do e morfologia semelhantes. Geralmente fila-
mentosos com micélio cenocitico. Enquanto os fungos apresentam
parede de quitina, os oomicetos apresentam glicanas e/ou celulose.
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Fig. 4.6. Ciclo de vida de um Dictyosteliomycota. FONTE: Modificado de Pelczar et al.
(1996, p. 260).

A reproducao sexuada ocorre por contato gamentangial pro-
duzindo odsporos. Nas formas simples todo o talo age como um
gametangio, em outros, os gametdngios sao diferenciados. O “ma-
cho” pequeno denominado de anterideo e a “fémea” globosa deno-
minada oogonia. Apos a cariogamia ocorre a meiose e um ou mais
odsporos sao produzidos.

A reprodugao assexuada ocorre pela produgdo de esporangio
com zoosporos biflagelados (ornamental e chicoteante).

A figura 4.7 apresenta o ciclo de vida de um Oomycota.

Muitos sdo aquéticos vivendo como saprdgenos, outros sio pa-
rasitas, introduzindo suas hifas nos hospedeiros, onde liberam en-
zimas digestivas para depois absorverem os nutrientes. Espécies
do género Saprolegnia sao aquaticos e saprogenos, Phytophthora
infestans provoca doengas em batata, Plasmopora viticola nas vi-
deiras e Pythium provoca tombamento em mudas.
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Figura 4.7 Ciclo de vida de um Oomycota. FONTE: Modificado de Alexopoulos et al. (1996, p. 705).
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Hyphochytriomycota

Organismos semelhantes aos quitridios, com células mdveis
com flagelos complexos (ornamentados). Possuem parede com
quitina e celulose. Reproduzem-se somente assexuadamente pela
producao de zodsporos

Labyrinthulomycota

Séo conhecidos como fungos em malha.

4.4.3 Reino Fungi

Sao os fungos verdadeiros, nutrem-se por absor¢do e pos-
suem micélio. E constituido de quatro filos (Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota) e uma morfoclasse
(Deuteromycota).

Chytridiomycota

Sao chamados de quitridios. Sdo os tnicos fungos verdadeiros
que possuem células méveis (esporos com um flagelo chicoteante).
Apresentam micélio cenocitico com parede celular contendo quiti-
na e glicanas, bem desenvolvido, ou de forma globuloide ou ovoide
com uma Unica hifa. As hifas podem diferenciar-se em rizoides.

Sao saprdgenos ou patogénicos de plantas, animais e fungos
(ascomicetos e basidiomicetos). Alimentam-se pelas hifas que pe-
netram no hospedeiro ou material organico. Como saprégenos
vivem no solo e agua decompondo celulose, quitina e queratina.

Zygomycota

Possuem micélio cenocitico (s existe septo separando partes re-
produtivas, hifas velhas ou danificadas) bem desenvolvido (filamen-
t0s0). Sdo divididos em duas classes: Zygomycetes e Trichomycetes.

Os Zygomycetes apresentam esporos sexuados chamados zi-
gosporos (esporo de repouso de paredes grossas). O zigdsporo
desenvolve-se dentro de um zigosporangio que é formado de dois
gametangios (compativeis e iguais ou diferentes).

A reproducao assexuada é por esporangiosporos que se desenvol-
vem no interior de esporangios. Apresenta duas ordens: Mucorales



Microbiologia

e Glomales. A Mucorales representa fungos decompositores como
o Rhizopus stolonifer; que apresentam rizoides e estoldo. A Glomales
inclui os fungos endomicorrizicos denominado de MVA, cujas hifas
no interior do hospedeiro formam arbuisculos para a realizacao das
trocas simbidticas e vesicula onde sdo depositadas substancias de
reserva. Ela apresenta os seguintes géneros: Glomus, Scutellospora,
Entrophospora, Acaulospora, Gigaspora e Sclerocystis.

Os Tricomycetes apresentam espécies que vivem em associagao
obrigatdria com artrépodes.

Organismos pertencentes a esse filo sdo utilizados na produgéao
de acidos organicos, drogas antiinflamatdrias, produgdo de inocu-
lantes (micorrizas) e produ¢do de molho de soja (shoyu).

Ascomycota

Sao filamentosos, mas também podem ser unicelulares (levedu-
ras) e dimorficos. O micélio é septado, com um ou mais nucleos,
com poro simples e corpo de Woronin. A parede celular é consti-
tuida de quitinas e algumas vezes hd a presenca de celulose. Junto
com os Basidiomycotas sdo considerados os fungos superiores e
tiveram um ancestral comum. O filo apresenta a reprodugéo asse-
xuada através de conidias e sexuada por ascosporos.

Na reproducao sexuada ha a necessidade da presenca de dois nu-
cleos compativeis na mesma hifa que podem provir de células, hifas
ou gametangios morfologicamente iguais ou diferentes (anteridio —
macho; ascogonia - fémea). Os dois nucleos podem permanecer na
mesma hifa e sofrer sucessivas divisdes resultando em um grande
numero de células dicariodticas. Apds a plasmogamia (fusao dos pro-
toplastos), ocorre a cariogamia (fusdo dos nucleos), geralmente nos
ascos jovens. Seguida a fusdo ocorre a meiose resultando em quatro
nucleos haploides e ap6s uma mitose que dara origem aos oito as-
cosporos (ascoporogénese). Os ascosporos sao contidos nos ascos,
que ¢ uma célula em forma de clava (contém oito ascdsporos, mas
pode variar de um a centenas). Os ascos podem estar separados ou
contidos em ascocarpos. Ha varios tipos de ascomas (ascocarpos)
(Figura 4.8), que sdo caracteristicos de cada espécie.

Figura 4.8. Tipos de ascomas.
FONTE: Modificado de
Silveira (1995, p. 130).



A reprodugio assexuada pode ocorrer por fissdo, fragmentagao,

sorédias, clamiddsporos e esporos. Os esporos assexuados sao
produzidos nas extremidades das hifas (conidias) sustentados por
uma hifa (conidiéforo). Os conidiéforos podem ser nus ou reuni-
dos formando estruturas de frutificacdo (picnideos, acérvulos, es-
porodoquios e sinemas) (Figura 4.9).

~

\_ | Y,
Figura 4.9. Tipos de conidi6éforos.FONTE: Modificado de Silveira (1995, p. 25; 28).

Os ascomicetos apresentam diferentes ciclos de vida. Podem
iniciar o ciclo com a germinagao dos esporos (ascdsporos ou co-
nidias) por um ou mais tubos germinativos, desenvolvendo hifas e
formando micélio. A produgdo de micélio pode levar a producao
de conidias, providenciando um continuo fornecimento de espo-
ros durante uma esta¢ao ou ano. Quando determinadas condi¢oes
ocorrem, inicia-se o processo de reproducédo sexuada. Dependen-
do do caso ha a necessidade do encontro de hifas compativeis, em
outros, a ascogdnia e o anteridio diferenciam-se das células so-
maticas. Os nucleos dos anterideos passam para a ascogonia pelo
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tricogeno. Apos a plasmogamia, a ascogonia pode desenvolver
hifas ascogénicas (dicariotica), com os nucleos dividindo-se por
mitose e, em seguida, ocorre a cariogamia, seguida de meiose, pro-
duzindo quatro células haploides que por mitose daram oito. Os
ascosporos maduros sdo liberados e dispersos e o ciclo se repete.

As leveduras possuem reprodugdo assexuada por fissdo ou bro-
tamento e sexuada com produgédo de ascos com quatro ascOsporos.

O filo apresenta espécies que atuam como saprogenos (degra-
dadores de celulose, hemicelulose e lignina); parasitas, patégenos
(Claviceps purpurea) e predadores (de nematoides); simbiontes
de algas (formando os liquens) e plantas (micorrizas). A espécie
Saccharomyces cerevisiae é um importante fermentador de agticares
produzindo bebidas (cerveja, vinho e cachaga) e combustivel (alcool).

Basidiomycota

Sao fungos superiores, apresentando micélio septado com
grampo de conexao e dolipore. O filo apresenta a reprodugao asse-
xuada através de conidias e sexuada por basididsporos. Os basi-
dios sao formandos apds plasmogamia, cariogamia e meiose (0s
dois altimos ocorrem no basidio) dando origem a quatro basidids-
poros haploides dispostos sobre a sua superficie.

O ciclo de vida dos basidiomicetos pode ser resumido nos se-
guintes passos: os esporos (conidias e basididosporos) germinam
dando origem a hifas e micélios haploides. O fungo pode repro-
duzir-se pela producdo de esporos assexuados a partir do micé-
lio ou hifas compativeis que se fundem, formando um micélio
dicariético (dois nucleos em cada célula). O micélio dicaridtico
desenvolve-se por divisdo simultanea dos dois nicleos. O micélio
dicaridtico se diferencia em basidiocarpo (corpo de frutificacao
que produz basidios) ou em micélio produtor de basidio. Nos ba-
sidios sdo produzidos os basididsporos.

Os basidiocarpos sdo as estruturas fiingicas mais visiveis a cam-
po. Embora alguns permane¢am imersos nos substratos (hipoge-
nos) como as trufas, outros emergem a superficie podendo per-
manecer fechados como os Gasteromycetos (Pisolithus) ou aberto
como os cogumelos (Agaricus), apresentando chapéu, lamela e es-
tipe (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Partes do basidiéforo. FONTE: modificado de Silveira (1995, p. 29).

O filo apresenta espécies que sdo utilizadas na alimentagdo
(Agaricus, Lentinula edodes, Pleurotus), decompositoras de celu-
lose, ectomicorrizas (Laccaria, Amanita, Scleroderma, Pisolithus) e
patogénicas (Armillaria). Patogenos vegetais que causam doencgas,
como a ferrugem e o carvao, tem ciclos complexos, passando por
um ou dois hospedeiros e estagios sucessivos de esporulagio, ge-
ralmente dependentes das condi¢oes climaticas.

Deuteromycota

Sao fungos superiores, apresentando micélio septado. Sao co-
nhecidos como fungos imperfeitos, pois nao é conhecida a fase
sexual (fase teleomorfica), apenas a assexuada (anamorfica).
Constitui-se entdo de um grupo artificial ou uma morfoclasse.
E possivel que alguns representantes possam realmente nio pos-
suir a reproducdo sexuada, podem ter perdido definitivamente
essa caracteristica, mas também pode ocorrer que essa caracte-
ristica ndo tenha sido descoberta. A descoberta muitas vezes é
dificil, pois alguns s6 se reproduzem sexuadamente em deter-
minadas condi¢des. Além disso, pode ser dificil identificar as
estruturas reprodutivas. Por isso, quando identificados, normal-
mente sdo pertencentes ao filo Ascomycota e mais raramente ao
Basidiomycota. O género Arthrobotrys ha muito conhecido dos
micologos, s6 foi identificado como pertencente a Ascomycota
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em 1994. Muitas vezes a espécie é reclassificada, isto cria muita
confusao pois o fungo pode receber nomes diferentes na fase te-
leomoérfica e na anamorfica. No entanto, como o estagio sexual
é raro e o assexual é mais conhecido, a espécie continua a ser
referida como tal. O género Penicillium, conhecidos como Deu-
teromycota tipico, na realidade ¢ um Ascomycota pertencente ao
género Talaromyces.

Mesmo nao conhecendo a fase sexuada, algumas caracteristi-
cas apresentadas no micélio facilitam a identificacdo. A presenca
de doliporo é caracteristica de Basidiomycota, enquanto que poro
simples é tipico de Ascomycota.

Diante da falta de reproducao sexuada, a identificagao e a clas-
sificagdo desse grupo ficam restritas a reprodugdo assexuada, que
ocorre pela producdo de conidioforos tendo nas extremidades as
conidias. O conidi6foro é constituido de uma tnica hifa ou pode ser
ramificada, carregado as células conidiogénicas (células das quais
sdo formadas as conidias, as fialides). Os conididforos podem ser
simples ou agrupados formando estruturas especializadas como:

o Sinémias: Reunido de hifas (Figura 4.9. A).

« Esporoddquio: Forma de almofada (Figura 4.9 B).

« Picnidio: Forma de figo (Figura 4.9 C).

o Acérvulo: Formado em tecidos vegetais (Figura 4.9 D).

A Deuteromycota pode apresentar, ainda, outras estruturas asse-
xuais de propagacdo como; esclerdcios, estroma e clamiddsporos.

O grupo apresenta decompositores de matéria organica
(Aspergillus, Penicillium), produtores de antibioticos (P. notatum e P.
Chrysogenum) e patogénicos como a Candida albicans, uma levedura
oportunista que provoca candidiase, na boca e vagina em humanos.

4.5 Disseminacao

Geralmente ocorre através dos esporos, mas outras estruturas
podem ser utilizadas como clamiddsporos, esclerdcios e micélio.
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Os principais veiculos utilizados sdo:

a) Vento: Como os esporos sio normalmente pequenos e leves,
esse € o principal veiculo utilizado. Alguns esporos, para fa-
cilitar o deslocamento, apresentam estruturas denominadas
de fulcros. Cleistotécios apresentam fulcros com ganchos, que
se unem uns aos outros aumentando a superficie e facilitando
a planagem. Outros esporos possuem fulcros higroscopicos.
Quando as condigdes para a disseminagdo sao adequadas, ven-
to seco, eles ficam em “pé’, caso contrario, eles permanecem
“deitados”, dificultando a dispersao.

b) Agua: Para os fungos considerados superiores ela nio é um veicu-
lo importante. Mas, para os que produzem zodsporos, a presenga
de orvalho, gotas de chuva, a formagao de peliculas de aguas e
corpos aquaticos, fornecem as condi¢des essenciais a propagagao.

¢) Solo: E particularmente importante como reservatério para
espécies que sobrevivem como saprogenos ou como parasitas
facultativos no solo. Desta forma, o deslocamento do solo por
implementos agricolas, veiculos, mudas e pelo homem contri-
buem para a disseminacao.

d) Homem: Através de suas atividades e no transito, podem levar
de varias formas os fungos para outras regides. Os agriculto-
res devem dar aten¢do especial aos funcionarios (“boias-frias”)
que prestam servicos em diferentes propriedades.

e) Sementes: Sementes contaminadas, contendo micélio no seu in-
terior ou mesmo esporos que estdo juntas as sementes. Esclerdcios
de Sclerotium rolfsii tem o tamanho das sementes de mostarda,
couve e outras cruciferas e, portanto, ndo sao separadas durante
o beneficiamento, sendo conduzidas junto com as sementes.

f) Insetos: Podem carregar no seu corpo esporos e micélio ou
ainda alimentando-se de plantas contaminadas podem elimi-
nar os esporos através das fezes.

g) Outros: Esporos, ou micélio, também podem ser transporta-
dos aderidos as penas e pelos de animais. Herbivoros, ao se
alimentarem de plantas, podem consumir esporos que sao li-
berados através das fezes.
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4.6 Importancia

Os fungos sdo de grande importancia na natureza. A seguir sao
descritas as dreas onde atuam:

a) Decomposi¢ao da matéria organica e ciclagem dos nutrien-
tes: A principal fun¢do dos fungos é atuar na decomposi¢ao
da matéria organica realizando a ciclagem dos nutrientes. Eles
também podem provocar danos na decomposicdo de tecidos,
madeiras e colheitas, pois eles ndo vao diferenciar uma fibra,
um galho, ou uma semente inviavel que cai ao solo, de um pro-
duto ou um bem util ao homem.

b) Produgio de alimentos: Cogumelos e biomassa.

¢) Sintese de substancias: Alcool, bebidas, 4cidos organicos, en-
zimas, vitaminas, corantes e antibidticos.

d) Parasitas de animais, plantas e microrganismos: Ocasionam
danos nas criagdes e culturas, como parasitas também podem
ser utilizados no controle bioldgico de ervas e insetos.

e) Simbiontes: Como as micorrizas (fungos e raizes) que favo-
recem o crescimento das plantas, ou como os liquens (fungos
e algas), que fornecem alimentos a uma gama de animais em
regides de tundras.

4.7 Nova classificacao dos Fungos

Uma nova arvore filogenética, com base em analises de bio-
logia molecular, foi proposta por Hibbet et al. (2007) e que clas-
sifica os fungos em sete filos, sendo cinco filos de fungos basais:
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blatocladiomycota,
Microsporidia e Glomeromycota; e dois filos de um sub-reino
Dikarya: Basidiomycota e Ascomycota. Como esta parte ainda ¢é
recente, muita polémica existe entre os estudiosos. Fique ligado
nos novos desdobramentos dessa interessante area de ciéncia, que
classifica e separa os organismos semelhantes em grupos afins.
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Resumo

Os organismos pertencentes ao reino Fungi sdo caracterizados
por serem eucariotos e heterotréficos que se nutrem por absorcao.
As caracteristicas morfologicas como tipo de micélio, esporos sexu-
ados e assexuados sdo utilizados como base na classificacao destes
organismos. Por questdes de praticidade e histdricas, sdo estudados
pelos micélogos além dos organismos pertencentes ao reino Fun-
gi, os filos Myxomycota, Acrasiomycota, Plasmodiophoromycota
e Dictyosteleomycota do reino Protista e os filos Oomycota,
HyphochytridiomycotaeLabyrinthulomycotadoreinoStramenopila.
O reino Fungi apresenta quatro filos (Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota e Basidiomycota) e uma morfoclasse (Deuteromycota).
O Chytridiomycota apresenta micélio ndo septado e é o tinico grupo
dos fungos verdadeiros que apresenta esporos moveis. O Zygomycota
apresenta micélio ndo septado, esporos sexuados do tipo zigdspo-
ro e assexuados do tipo esporangidsporos. Os filos Ascomycota e
Basidiomycota e a morfoclasse Deuteromycota apresentam micélio
septado e esporos assexuados nas extremidades das hifas denomina-
dos de conidios. O Ascomycota apresenta esporos sexuados endd-
genos em ascos denominados de ascdsporos. Os esporos sexuados
do Basidiomycota sdo exdgenos presentes nas extremidades de ba-
sidios, sendo denominados de basididsporos. Os fungos desempe-
nham importantes fun¢des no ambiente como a degradagao de com-
postos orgéanicos propiciando a ciclagem dos nutrientes, bem como
podem trazer prejuizos na deterioracdo de produtos e materiais. Sdo
responsaveis pela sintese de inumeras substancias de interesse econo-
mico como: antibioticos, alcool e bebidas. Na agricultura, podem ser
utilizados como alimentos (cogumelos e queijos) e sdo responsaveis
pela associagdo com plantas, as micorrizas, que podem favorecer o
crescimento vegetal. Na natureza, podem existir na forma de liquens,
que sdo associagdes com fungos e algas. Em adi¢do, podem causar
doengas em plantas e animais, incluindo os seres humanos.
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Virus

Neste capitulo serdo estudados os virus, com destaque
para as caracteristicas gerais, taxonomia, ciclos de vida,
cultivo, outros agentes infecciosos e as viroses.







5.1 Introducao

Um dos agentes infecciosos mais interessantes estudados em mi-
crobiologia e que esta diariamente na midia sao os virus. De forma
bastante comum, ouvimos falar de doengas causadas por eles e que
assolam milhares de pessoas mundialmente. Recentemente, estao
em discussao os efeitos do virus H1N1, inicialmente chamado de
virus da gripe suina. Muita gente ficou preocupada com a sua ex-
pansao e até chegou a utilizar mascaras de prote¢ao. Na época do
inverno somos bombardeados com as informacdes de virus de gri-
pe e de resfriados. Outro virus que esta sempre nas conversas do
cotidiano é o HIV, causador da AIDS. Ha os que causam a febre
aftosa, em gado, por exemplo, e tém grande impacto economico.
Atualmente, muito se fala da dengue, uma terrivel doenca que ja
matou varias pessoas no Brasil.

Afinal, quem sdo os virus?

Curiosamente, a palavra virus vem do latim e significa “veneno”.
Isso mesmo. Veneno. Sera que os virus sao veneno? Por que eles
tém esse estranho nome?

Como vocé ja estudou, os microscopios mais rudimentares sur-
giram nao faz tanto tempo assim e muitas doengas causadas por
eles somente puderam ser identificadas mais recentemente. Pois
bem, quando as pessoas nao conseguiam associar uma determi-
nada enfermidade com as bactérias ou outros seres vivos, logo di-
ziam que o agente causador era um veneno. Foi entdo que surgiu a
expressdo: “veneno’, ficando até os dias de hoje.



Outra questao interessante e que vale uma reflexao é se os virus
sao considerados seres vivos ou nao. Ha quem diga que sim pois,
como vamos ver mais para frente, eles se multiplicam dentro de
células, tanto animais como vegetais, e tem acidos nucleicos em
sua constituicdo (0o DNA ou o RNA). Entretanto, ha quem defenda
a ideia que ndo podem ser considerados seres vivos porque nao
eles ndo possuem, como nos seres vivos, células organizadas com
as diferentes organelas. A grande maioria dos microbiologistas
segue esse argumento. Mas, como vocé também pode ver e con-
cordar, o assunto ¢ bastante polémico, ja que eles causam grandes
estragos. O importante é que eles estdo em nosso dia a dia e me-
recem um lugar especial no estudo da microbiologia e de tantas
outras ciéncias em que estdo presentes. Ha o lado benéfico deles,
claro, no sentido de que ha um grande potencial da utilizagdo de
virus na produ¢iao de vacinas e medicamentos, entre tantos ou-
tros exemplos de aplicagdo discutidos na parte de biotecnologia
da nossa disciplina.

Um quimico holandés chamado Adolf Mayer mostrou, em
1886, que uma importante doenca na planta de fumo podia ser
propagada para outra planta, aparentemente sadia. Dmitri Iwano-
wski, um russo que estudava bactérias, em 1892, estudou a seiva
dessas plantas e provou que a seiva pode, mesmo filtrada, conta-
minar outra planta. Inicialmente, ele pensou que era uma bac-
téria, mas a partir de 1900, através de outros estudos cientificos,
chegou-se a conclusdo de que eram organismos unicos, diferentes
estruturalmente das bactérias. Foi entao feita a distincao entre es-
ses dois tipos de agentes causadores de doencas. Em 1935 Stanley;,
um cientista norte-americano, isolou esse virus e mostrou com o
auxilio do microscdpio eletrénico a sua estrutura bastante exoética,
diferente de bactérias. Como vocé pode ver o virus do mosaico
do fumo ou tabaco teve um importante papel no estudo desses
organismos, hoje largamente estudado em relagdo as doencas em
pessoas. Exemplos dessas enfermidades sao: o virus do HIV, iden-
tificado em 1983 através de isolados de macacos na Africa, o han-
tavirus, que causa doencgas severas em animais e seres humanos e
que foi estudado em 1993, nos Estados Unidos, e o virus Ebola,
causador da febre hemorragica identificado, em 1995, na Africa.



5.2 Caracteristicas gerais dos virus

Os virus sdo agentes infecciosos que podem ser entre 10 a 100
vezes menores do que as bactérias (Figura 5.1). Seu tamanho médio
estd na faixa de 20 a 300nm. Sao vistos apenas pelo microscépio
eletrdnico e tém uma estrutura que, em linhas gerais, ¢ uma capa de
proteina que contém no seu interior um dcido nucleico, que pode
ser 0 DNA ou RNA. Eles nido crescem de forma isolada como mui-
tos fungos e bactérias, em meios de cultura. Podem crescer em con-
di¢des in vitro, em placas de Petri, mas apenas se células estiverem
crescendo conjuntamente. Fora das células, eles sdo inativos.

Outra caracteristica desse grupo de organismos é que eles sao
chamados de parasitas de maxima sofisticagdo, porque “enganam”
as células para produzirem o material genético, que é deles. Em
outras palavras, eles direcionam a maquinaria genética microbia-
na para produzir o material que irdo formar as particulas virais.
Curiosamente, algumas enzimas acabam destruindo a prépria cé-
lula para que eles, os virus, possam ser propagados e espalhados
no meio ambiente, contaminando outros organismos. Veja que in-
teressante e que forma inteligente de sobrevivéncia.

A estrutura basica dos virus é chamada de virion, que é a particu-
la viral completa. Ela corresponde ao acido nucleico envolvido por
uma membrana de proteina e, as vezes, por outra camada externa,
chamada de envelope. Esta ultima composta de lipideos, carboidra-
tos e proteinas. O termo capsideo é usado para descrever a capa de
proteina e o acido nucleico interno (Figura 5.2 e Figura 5.3). Os cap-
someros sdo as unidades basicas de proteinas que formam os capsi-
deos. Os acidos nucleicos podem ser de fita simples ou dupla.

As formas dos virus sao as mais variadas, de esférico a poliedros,
compostos por varios vértices. Hd também as formas alongadas, he-
licoidais, parecendo bastdes, como ¢é o caso de muitos virus de célu-
las vegetais (Figura 5.4, Figura 5.5 e Figura 5.6). Uma forma curiosa
sdo as dos bacteriofagos, que sdo os que atacam bactérias e apresen-
tam um jeito diferente, contendo uma cabega, um corpo e unidades
de fixagdo que parecem com pernas de animais. Os bacteridfagos
foram descobertos em 1915, na Inglaterra, pelo cientista Frederick
Twort, e, posteriormente, em 1917, na Franga, a existéncia desses foi



confirmada por Felix d’'Hérelle. Os colifagos sdo exemplos de virus
que atacam bactérias da espécie Escherichia coli.

5.3 Taxonomia viral

Os virologistas formaram, em 1966, o Comité Internacional de Ta-
xonomia Viral (CITV) que procurava agrupar os virus por categorias
ou familias. Exemplos de familias de virus sao: Adenoviridae, como
os adenovirus; Herpesviridae e Picornaviridae, como os enterovirus

Adenovirus

Os Adenovirus séo um grupo
de virus muito frequentes

de genoma de DNA duplo
(dupla hélice). Nao possuem
envelope bilipidico e sao
extremamente resistentes.

4 D

Eritrocito humano

5 225nm com diametro de

10.000 nm
Bacteriéfago T4
} Clamidi
Adenovirus Bacteriéfago M13 amidia
1.000 nm
90 nm 800x 10 nm
Bacteriéfagos Virus do mosaico do tabaco
2, MS2
250x 18 nm
24 nm
y - 4
1 i Virus Ebola
Poliovirus V|ru52da vaccinia 970 nm
30 nm 300x200x 100 nm
Membrana plasmatica
do eritrécito
E. coli 10 nm de espessura
(bactéria)
3.000 x 1.000 nm

Figura 5.1. Tamanho comparativo de virus e células. FONTE: Modificado de Tortora et al. (2000, p. 361).
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poxvirus. FONTE: Modificado de Pelczar et al. (1996, p. 383).
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Figura 5.5. (A) Tipos de virus com envelope. (B) Tipos de virus nao envelopados. FONTE: Modificado de Pelczar et al. (1996, p. 399).
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e rinovirus. As familias dos virus sao agru-
padas com base no tipo de acido nucleico,
na forma de replicagdo e na morfologia. O
termo espécie viral ¢ um grupo de virus,
dentro da familia, que apresenta a mesma
informagao genética e nicho ecolégico. En-
terovirus e rinovirus sdo exemplos de um
género viral importante e bastante comum
em varias doengas humanas. A poliomielite
¢ um exemplo de enterovirus e os rinovirus
sao exemplos dos que causam resfriados.

5.4 Ciclo de vida dos
bacteriéfagos

Ha dois tipos de ciclos de vida dos vi-
rus que atacam as bactérias: o ciclo litico,
que destréi a célula hospedeira (Figura
5.7) e o ciclo lisogénico que ndo destroi
a célula hospedeira (Figura 5.8). O ter-
mo fago temperado é usado para aque-
les virus que infectam a célula, mas nao
a matam. O virus virulento ¢ o que causa
quebra (lise) ou mata o hospedeiro.

As fases do ciclo litico sdo: adsorgao,
apos a fixacdo na superficie da célula
hospedeira, inje¢ao do material genético,
transcricdo das informagbes genéticas,
sintese de proteinas, montagem das es-
truturas virais e liberacao.

O ciclo lisogénico apresenta uma va-
riante que a célula nao é destruida, poden-
do o material genético viral fazer parte do
genoma da bactéria. Ap6s um determina-
do ponto, pode ocorrer paralelamente o
ciclo litico, com a liberagao dos virus.

( Bacteriéfago

DNA no
interior da
cabeca

Bactéria ‘ do fago

&

Injecdo do DNA

' Adsorcéo

Transcricdo do
fago DNA

Sintese da proteina
do fago; replicacéo
do DNA do fago

. 8
(33329

Producéo das
estruturas do fago

DNA é acondicionado
na cabeca do fago;
montagem dos virus

Fagos liberados por lise celular

N

Figura 5.7. Ciclo litico dos virus. FONTE: Modificado de Pelczar et
al. (1996).
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Figura 5.8. Ciclo lisogénico dos virus.FONTE: Modificado de Pelczar et al. (1996).

Em células de animais e de plantas as etapas sdo normalmente
parecidas e seguem uma fixagdo, penetra¢ao, sintese de particulas
virais, montagem e libera¢ao.



5.5 Cultivo dos virus

Como citado, os virus nao se multiplicam sozinhos e, por essa
razdo, sdo de dificil estudo, por ndo crescerem em meios de cul-
tura tradicionais. Os bacteriofagos crescem em culturas bacteria-
nas, em formas sélidas ou liquidas. Os virus animais sao estudados
em partes animais, como células e ovos embrionarios. Os vegetais
crescem em partes ou células de plantas, com destaque para a sei-
va, e formando, nas folhas, um sintoma tipico que é chamado de
mosaico, com varias tonalidades de cores. Ha outros que atacam
os vasos, bloqueando a passagem de liquido e de nutrientes para
outras partes da planta.

5.6 Outros agentes infecciosos

Em adi¢ao aos virus, que causam uma gama vasta de doengas,
ha outros agentes infecciosos que sao também muito importantes
na area de saide animal e humana: prion e viroide. Os prions sao
agentes compostos de proteinas infecciosas e o exemplo tipico ¢é
o da doenca da vaca louca, que assolou grande parte do rebanho
de gado na Gra-Bretanha em 1987. Os viroides sdo compostos de
moléculas de RNA, em fita simples, em forma circular e causam
doencas em plantas.

5.7 Viroses

O termo virose é empregado para descrever a doenga causa-
da por virus. Alguns exemplos em pessoas, animais e plantas sao
dados a seguir, entre tantos ja descritos na literatura. Exemplos
de varias doengas de grande importéncia para os seres humanos
sdo: dengue, raiva, caxumba, rubéola, sarampo, catapora, hepatite,
AIDS, resfriado, gripe e febre amarela. Em animais, ha a bronquite
infecciosa avidria, gripes, febre aftosa e mancha branca do camarao.
Em plantas, ha a murcha do tomateiro, virose do mamoeiro, o virus
do vira-cabega em tomateiro, mosaico em alface e tristeza dos citros.



Resumo

Os virus sao agentes infecciosos que estao numa classificagao
polémica. Para muitos ndo sdo seres vivos porque nao possuem
células, mas para outros sao porque tém material genético e se
multiplicam dentro de células. Sdo vistos pelo microscopio e apre-
sentam uma estrutura simples de capa proteica, com ou sem en-
velope externo, e o material genético dentro, sendo DNA ou RNA.
Sdo chamados parasitas de maxima sofisticagdo porque “enganam”
as células, conduzindo a sua maquinaria genética para a prépria
replicagao. Os virus que atacam as bactérias sdo os bacteriéfagos
e ocorrem dois tipos de ciclos: o litico, que destrdi, e o lisogénico,
que ndo destrdi a célula. Os virus nao se reproduzem em meios
de cultura sem a presenca de células. Potencialmente, podem ser
utilizados nos processos de engenharia genética, na obtengdo de
produtos e em processos biotecnologicos.
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Interag0es com microrganismos

Neste capitulo serdo estudadas as interagbes que ocor-
rem entre os microrganismos e entre estes e as plantas e os
animais.
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6.1 Introducao

Durante a evolu¢do da vida diversos tipos de relagoes foram
desenvolvidas entre os organismos. O presente capitulo tratara
apenas das interagdes que ocorrem entre microrganismos e entre
estes, as plantas e os animais. As interagdes podem ser do tipo po-
sitivas ou negativas.

6.2 InteracOes positivas

Entre as interagdes positivas encontramos o neutralismo, o co-
mensalismo, a protocooperagdo e a simbiose.

6.2.1 Neutralismo

O neutralismo se caracteriza pela inteira independéncia de um
individuo, espécie ou populagdo. Diante da complexidade de rela-
¢oes e atividades desenvolvidas pelos organismos ¢ muito dificil
imaginar que esse tipo de interacdo exista. Se ela acontecer deve
ser entre individuos presentes em sitios muito distintos e afastados.

6.2.2 Simbiose

Também relatada como parasitismo controlado ou mutualismo.
A palavra tem origem grega (sim= juntamente; bios = vida), ou
seja, uma relagdo existente entre dois seres de vida em comum. No
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uso geral, caracteriza-se como a relagdo em que ha a conveniéncia
para os dois, caracterizado por uma obrigatoriedade e especifici-
dade, em que determinada atividade so é exercida na presenca dos
dois. Em muitos casos ela é necessaria a sobrevivéncia de ambos.

Sao exemplos de simbioses:
a) Associagdo entre bactérias do grupo rizébio e leguminosas;
b) Os liquens (fungos e algas);
¢) Bactérias e protozoarios do rumem;
d) Micorrizas (fungos e plantas).

Essas associagdes serdo discutidas de forma mais abrangentes
nos capitulos posteriores.

6.2.3 Protocooperacao

A exemplo da simbiose, a protocooperagao é uma associagao
de beneficios mutuos, porém nao exige dependéncia obrigatoria
e especificidade. Um microrganismo pode estar realizando deter-
minada atividade (fixagao de nitrogénio, degradagdo de um com-
posto tdxico, liberagdao de determinado produto) que é util a outro
organismo, e esse por sua vez também pode estar executando al-
guma atividade que beneficia o anterior. No entanto, por diversas
causas uma destas atividades pode ser interrompida e o tipo de
interacdo muda.

6.2.4 Comensalismo

E a associacio em que um individuo é beneficiado enquanto
que o outro nao sofre qualquer beneficio ou prejuizo. E o tipo de
interacdo mais comum que existe. Sdo exemplos de comensalismo:

a) Modifica¢ao do substrato nutritivo. Transformagao da celulose
por fungos celuloliticos em acidos organicos que podem ser
utilizados por bactérias e outros fungos nao celuloliticos.

b) Producao de substancias e fatores de crescimento. Aminoaci-
dos, vitaminas e fitohormonios que sdo utilizados por outros
organismos que ndo conseguem sintetiza-los.
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c) Decomposic¢do de produtos metabdlicos ou substancias toxicas.

d) Mudangas nas propriedades fisicas ou quimicas do habitat. Al-
teracdo no pH, pressdo osmotica e composi¢iao atmosférica.

e) Fornecendo o habitat. Em ambientes naturais, ocorrem as chama-
das simbioses nutricionais. Nesses casos ocorrem iniimeras asso-
ciagdes comensalistas interligadas, de forma que a decomposi¢ao
de um determinado material é muito mais rapida do que quando
é tratada de forma isolada com culturas puras. Isso ocorre devi-
do a uma extensa rede de associacao entre os decompositores, 0s
que utilizam o material decomposto, os que sintetizam fatores de
crescimento e os decompositores de substancias toxicas.

6.3 Interacoes Negativas

Entre as interagdes negativas encontramos a competi¢do, o
amensalismo, o parasitismo e a predac¢ao.

6.3.1 Parasitismo

Caracteriza-se por ser uma associagdo em que um dos membros
obtém beneficios (parasita) em detrimento de outro (hospedeiro).
E uma interagdo especifica onde o parasita atinge um numero li-
mitado de espécies sendo que muitas vezes pode ser uma sd. O
hospedeiro permanece vivo pelo menos durante um determinado
tempo, em que serve de habitat e fonte de nutrientes.

Os parasitas provavelmente surgiram a partir de microrganismos
adaptados as estruturas externas do hospedeiro, vivendo a custa de
excregdes. Nesse local ha intensa competicdo. Quem tiver a capaci-
dade de invadir a célula obtém a vantagem da nao competicao.

Os parasitas podem ser obrigatdrios ou facultativos. Os obriga-
torios sao completamente dependentes do hospedeiro. Requerem
requisitos nutricionais muito especializados, crescendo apenas em
uma espécie ou variedade e, as vezes, em apenas uma parte do
hospedeiro. Como parasitas obrigatérios tipicos temos os virus,
causadores de muitas doengas em animais e em plantas.
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Os facultativos vivem tanto no hospedeiro como a custa de
material organico morto. Fora do hospedeiro, crescem vagarosa-
mente, podendo ser eliminados pela competicdo com saprofitos.
Como exemplo, temos o Ophiobolus graminis, causador de doenga
nas raizes do trigo.

Embora os exemplos de parasitismo mais citados na literatu-
ra estejam relacionados a microrganismos com plantas e animais,
eles também ocorrem entre os microrganismos. Devido ao seu ta-
manho reduzido, parece dificil imaginar que uma bactéria possa
ser parasitada. O género Bdellovibrio é parasita de rizobio. Bacte-
ridfagos sdo parasitas de bactérias.

O termo patdgeno nao deve ser utilizado como sindénimo de
parasita. Ele é utilizado quando o organismo causa uma doenga.
Um microrganismo pode ser patogénico sem ser parasita. O Clos-
tridium botulinum causa danos sem ser um parasita. Ele se desen-
volve por exemplo em conservas onde produz as toxinas, que in-
geridas irdo causar o botulismo.

6.3.2 Predatismo

A semelhanga do parasitismo, o predatismo é uma associagdo
entre dois organismos em que um dos sdcios obtém vantagem
(predador) enquanto o outro ¢ prejudicado (presa). A presa é me-
nor, nao serve de habitat e serve como alimento geralmente repre-
sentando uma refeigao.

Exemplos de predagdo ocorrem entre os microrganismos. Mui-
tos fungos capturam nematoides e protozodrios; da mesma forma,
0s protozoarios sdo os grandes predadores de bactérias do solo.
Fungos do género Arthrobotrys produzem hifas que apresentam
em sua extremidade trés células em forma de anel. Quando um
nematoide penetra no anel, as células se inflamam em décimo de
segundo, prendendo-o. Apds, algumas hifas crescem através da vi-
tima e digerem o seu contetdo.

6.3.3 Competicao

Associagdo entre organismos que disputam a mesma coisa.
Ao nivel ecolédgico, ela se torna importante quando o objeto

Rizobio

Bactéria heterotréfica com
capacidade de formar
nédulos simbidticos

nas raizes de plantas,
principalmente da familia
leguminosa, fixando
nitrogénio atmosférico que é
utilizado pela planta.

Botulismo

é uma forma de intoxicagdo
alimentar, causada por
uma toxina produzida

pela bactéria Clostridium
botulinum, presente

no solo e em alimentos
contaminados e mal
conservados. A intoxicagao
se caracteriza por um
comprometimento severo
do sistema nervoso e, se ndo
tratada a tempo, mata.



Interespecifica
Competicao interespecifica -
ocorrem entre individuos de

espécies diferentes.

Intraespecifica
Competicao intraespecifica -
ocorrem entre individuos da

mesma espécie.

Bactericidas
Bactericida é o0 agente que
controla bactérias.

Inibicao

Inibicdo é a reducao do
crescimento microbiano em
um determinado meio.
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em disputa ndo existe em quantidade suficiente para suprir as
demandas, o que ocasiona prejuizos para ambas as partes. A
competicdo pode ser interespecifica ou intraespecifica.

Esse tipo de intera¢ao negativa é a mais comum e a mais impor-
tante no ambiente. Ela pode ocorrer por nutrientes (fonte de ener-
gia, carbono e nitrogénio), espago, oxigeénio e elementos minerais.
A competi¢ao por nutrientes é a mais importante. Ophiobolus
graminis, um patdgeno que ataca o sistema radicular de gramine-
as, cresce no solo com boa disponibilidade de nitrogénio. Quando
nessas condi¢des sdo realizados procedimentos que diminuam a
disponibilidade do nutriente (cultivo de plantas com alta capaci-
dade extratora) o fungo ¢ eliminado pela competicdo com a mi-
crobiota do solo.

6.3.4 Amensalismo

E o tipo de interagdo em que um organismo prejudica o ou-
tro sem obter beneficio direto desta acao. Ela ocorre pela produgao
de substancias que afetam o crescimento do outro. Por exemplo:

a) Sintese de bacteriostaticos, bactericidas ou antibidticos;

b) Produgdo de acidos que afetam as espécies sensiveis ao pH
baixo;

¢) Produgao de substancias inorganicas tais como NH . CN,
CO,, NO;

d) Utilizagao de oxigénio.

O caso mais estudado tem sido a produgdo de antibidti-
cos (substancia que em baixa concentragao inibe o crescimento de
outro organismo). A inibi¢dao do crescimento de microrganismos
mediante produgdo de antibidticos é denominada de antibiose.
A produgdo de antibidticos nos ambientes naturais nao tem sido
bem comprovada por nao se dispor de métodos adequados para
sua determinagdo e também devido a sua possivel rapida decom-
posi¢do ou inativagdo quimica e bioldgica (adsor¢ao por particulas
do solo). Ha ainda a suposi¢ao de que a produgdo de antibidticos
seja devido a um erro metabdlico e que a quantidade produzida
em condi¢Oes naturais seria baixa. No entanto, essa caracteristica
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pode dar certa vantagem ao produtor e aos demais organismos
que nao sao sensiveis.

Existem ainda alguns termos utilizados nas discussdes das
interagoes:

a) Epifitas: Sao organismos que vivem sobre as plantas (folhas e
caules). Alguns utilizam as plantas apenas como suporte, pois
sdo autotroficos (algas e bactérias fotossintetizantes). Outros
sao saprofitos, crescendo a custa de exsudados das células e da
epiderme. Esses organismos podem prejudicar ou favorecer as
plantas. Os prejuizos podem ocorrer quando se tornam nume-
rosos, diminuindo a incidéncia de luz, impedindo a fotossinte-
se, ou a respiracdo. Podem tornar-se simbiontes atacando para-
sitas como as cochonilhas.

b) Saprofitas, saprégenos e saprobios: Sdo termos utilizados
para organismos que se nutrem a partir de material organico
morto. O termo saprofita é utilizado quando o material orga-
nico tem origem vegetal. Saprdégenos ¢ utilizado da forma mais
geral, pois o material organico poderia ser tanto de origem ve-
getal quanto animal e saprobios para qualquer material organi-
co, inclusive de origem microbiana.

Resumo

Em ambientes naturais um microrganismo nao esta isolado.
Ele convive com o meio ambiente e com varios outros organismos
com os quais estabelece interagdes. Algumas interagdes podem
trazer beneficios ao seu crescimento e outras podem trazer preju-
izo, podendo ocasionar até a morte. O conhecimento do funcio-
namento destas interagdes permite o manuseio dos microrganis-
mos permitindo a solu¢do de problemas e a obtencao de produtos
biotecnoldgicos.
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Microbiologia do Solo

Neste capitulo serd estudado o ambiente solo, suas ca-
racteristicas, a microbiota e sua atividade.
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7.1 O solo

O solo representa a fina camada que recobre a superficie da ter-
ra. Ele é o substrato e o ambiente para muitos organismos, entre
eles os microrganismos. Antes de discutir a questao microbiologi-
ca, ha a necessidade do conhecimento de algumas caracteristicas
desse ambiente. O solo ideal apresenta metade do seu volume to-
mado por espagos. Esse espaco deve ser ocupado de forma pro-
porcional pela d4gua e o ar. A parte sdlida é constituida de 45% de
matéria mineral e 5% de material organico, do qual 0,5% corres-
pondem a organismos.

Como o ar e agua ocupam 0 mesmo espago, o predominio de
um acarreta na deficiéncia do outro. Assim, solos alagados apre-
sentam condi¢des de anaerobiose. Dessa forma, o efeito da umida-
de e da aeracao dos solos sobre a microbiota tem de ser discutido
de forma conjunta.

O ar do solo apresenta um maior teor de CO, e um menor teor
de O, em relagdo ao ar atmosférico, além de ser descontinuo.

A agua do solo pode apresentar-se na forma liquida, sélida ou
gasosa. Na forma liquida ela recobre as particulas do solo, sendo
retida com diferentes intensidades. E nela que estao dissolvidos os
nutrientes necessarios as plantas e microrganismos.

A matéria mineral é constituida de areia, silte e argila, que provém
ou sdo produtos do material de origem, que, em grande parte, é oriun-
do das rochas utilizadas e alteradas no processo de formagio do solo.



O material organico é constituido dos residuos e organismos
presentes no solo. Os residuos apresentam-se em diferentes esta-
gios de decomposicao. Desde os recentemente adicionados com
folhas, raizes, caules, células, tecidos e corpos de organismos mor-
tos, até a matéria no seu estado mais avancado de decomposicao,
uma substancia escura e bastante cheirosa chamada de humus.

Entre os organismos encontra-se desde animais (tatu, roedores)
e raizes de plantas, até as formas microbianas (algas, protozoarios,
fungos, bactérias e virus). Embora o percentual de 0,5% pareca pe-
queno, em termos de biomassa, isso representa toneladas de maté-
ria viva por hectare.

Ao observar os solos a partir de sua superficie nio se tem a ideia
de que haja diferengas entre eles. Mas, observando-se um corte
vertical no solo, sdo verificadas diferentes camadas, o perfil do
solo. Essas diferentes camadas sao denominadas horizontes. A ca-
mada mais superficial, de cor escura (devido a presenca de maté-
ria organica) é denominada de horizonte A. Em seguida, tem-se o
horizonte B, conhecido como horizonte diagnostico, pois permite
uma caracterizagao do solo sem o efeito da matéria organica. Por
ultimo temos um horizonte C, horizonte de transicao entre o solo
e arocha. A espessura de cada camada depende do tipo de solo, as-
sim como as subdivisdes que podem ocorrer em cada camada ou
mesmo a auséncia de camadas. Na medida em que se aprofunda
no perfil aumenta o teor de CO,, diminui a quantidade de matéria
organica, o teor oxigénio, a presenca de raizes e, consequentemen-
te, a biota do solo. Depois destas informagoes, fica mais facil o
entendimento da microbiota do solo.

7.2 Microrganismos do solo

Os principais grupos de microrganismos encontrados no solo
sdo: bactérias, fungos e protozoarios. Também é relatada em pro-
cedimentos de contagem a presenca de actinomicetos, um gru-
po caracteristico de bactérias. Ecologicamente, esses organismos
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apresentam individuos classificados em dois grupos. O grupo au-
téctone ou indigena ¢é representado pela populagdo de microrga-
nismos que sdo pouco afetados pela adi¢ao de nutrientes ao solo,
vivem a custa dos residuos em estagios mais avancados de de-
composicdo. Ja a populagdo estimulada pela adi¢ao de residuos ao
solo é denominada de zimégena ou fermentativa. A medida que
o residuo vai sendo decomposto ocorre uma sucessao na popula-
¢do, que vai sendo substituida por organismos que atuam sobre os
produtos de decomposicdo, residuos ou dos proprios organismos.

O numero de microrganismo presentes no solo é da ordem de
106 a 109 por grama de solo. A populagao de bactérias é a mais
numerosa variando de 100 mil a 100 milhdes em contagem em
placas, a 100 milhdes a um bilhdo em contagem direta. Apesar do
maior numero de bactérias, em termos de biomassa, o dominio ¢é
dos fungos com populagdes de 20 mil a 1 milhdo de propagulos
por grama de solo. Popula¢cdes menores sao encontradas nos acti-
nomicetos (100 mil a 1milhao), protozoarios (10 mil a 100mil) e
algas (100 a 50 mil). Em trabalho conduzido no Rio Grande do Sul
indica que as popula¢des encontradas no Brasil sdo semelhantes as
de outras partes do mundo (Tabela 7.1). Essas popula¢des ndo sao
fixas e variam de acordo com fatores ambientais.

Tabela 7.1- Média da contagem em placa da populacao de
microrganismos do solo.

(Numero de propdgulos por grama de solo X 105)

Santo Angelo 1,81 59,0
Cruz Alta 455 0,73 57,0
Coxilha Bonita 365 1,24 19,0
Média 438 1,30 50,0

7.3 Efeitos dos fatores ambientais

A populagdo de microrganismos do solo é afetada quantita-
tivamente e qualitativamente por diversos fatores.




7.3.1 Fatores primarios

Sao aqueles que afetam diretamente a populacao.

a) Aeracao: Em condigoes de aeracao as atividades metabolicas sdao
mais intensas devido ao metabolismo oxidativo resultando em
populagdes mais elevadas. Em condi¢oes de anaerobiose, ha res-
tricdes na populagdo de bactérias e principalmente nos fungos.

b) Umidade: Todos os organismos necessitam de dgua, no entan-
to, um excesso de umidade vai interferir com a aeragdo do solo.
As maiores populagdes sao encontradas nos teores de 60 a 80%
da capacidade de campo. Em baixos teores de umidade, predo-
minam as formas esporuladas.

¢) Temperatura: Cada organismo tem uma temperatura 6tima de
crescimento. As maiores populagdes sao encontradas em solos
com 25 a 30 °C. Em determinadas condi¢des, como no acu-
mulo de material organico, as temperaturas sdo mais elevadas
atingindo 50 a 60 °C, o que favorece a presenca de termofilicos.

d) pH: As bactérias dominam em ambientes neutros e os fungos
em ambientes acidos. Nao é o caso dos fungos preferirem am-
bientes acidos, é que nessas condi¢des a competicdo com as
bactérias é maior, prevalecendo as primeiras pela sua versatili-
dade bioquimica e altas taxas de crescimento.

e) Matéria organica: Teores elevados de matéria orgédnica favo-
recem a populagdo, pois ela representa a fonte de nutrientes,
principalmente, energia e carbono, para os microrganismos.
Qualitativamente, a matéria organica também afeta a compo-
sicdo da biota. Residuos de facil decomposi¢do como adubos
verdes favorecem a populacao de bactérias, em detrimento de
fungos. Ja residuos com substancias mais complexas, como ce-
lulose, hemicelulose e lignina, favorecem os fungos. Os acti-
nomicetos sao os que surgem por ultimo, pois atuam sobre os
compostos organicos mais estabilizados do solo.

f) Relagdes entre as populagdes: Ocorrem no solo diversas inte-
ragdes positivas (simbioses, protocooperagdo, comensalismo)
e negativas (parasitismo, predatismo, amensalismo), que po-
dem favorecer ou inibir determinada populac¢ao.
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g) Nutrientes inorganicos: Os nutrientes inorganicos podem

afetar diretamente ou indiretamente a populagdo. A presenca
de nutrientes que favorecam o crescimento vegetal contribui
indiretamente pelo aporte de nutrientes organicos fornecidos
pela vegetacdo, mas também existem efeitos diretos. Se um solo
¢ pobre em fosforo, a adicdo do nutriente favorece a biota do
solo. Efeitos negativos também podem ser encontrados quan-
do da presenca de altas concentragdes ou de elementos toxicos,
como os metais pesados.

h) Luz solar: Para os microrganismos fotossintéticos, a incidén-
cia de luz é essencial para o desenvolvimento. No entanto, essa
pode levar ao aquecimento e a desidratagdo do solo, assim como
a presenca de luz ultravioleta, prejudicando a microbiota.

7.3.2 Fatores secundarios

Sdo aqueles que representam o somatério de varios fatores
primarios.

a) Epoca do ano: Durante o ano h4 variacdes na temperatura,
umidade e radiacdo que afetam, direta e indiretamente, a po-
pulagdo de microrganismos pelos seus efeitos no crescimento
vegetal e na deposicdo de residuos organicos. As populagdes
tendem a ser menores no inverno, devido, principalmente, a
baixa temperatura que limita a atividade bioquimica reduzindo
o crescimento microbiano. Na primavera, ha um aumento da
populagdo, motivada pela temperatura amena, boa disponibi-
lidade de agua, excre¢des radiculares, acuimulo de residuos de-
positados anteriormente e pouco decompostos, populagdo de
predadores reduzida devido as condi¢des do inverno. Com a
chegada do verdo e temperaturas elevadas , promovem déficit
hidrico, fazendo com que a populagdo microbiana fique redu-
zida. No outono, quando as condi¢des sdo semelhantes as da
primavera, a populagdo torna a crescer.

b) Tratos culturais: As atividades desenvolvidas no cultivo, tais
como aragdo, gradagem, capinas, calagem, irriga¢ao, adubagao
e controle sanitario, afetam os fatores primarios como a aera-
¢d0, o pH, os nutrientes, a umidade e a presenca de substancias



toxicas. No inicio da agricultura, o homem percebeu que o re-
volvimento do solo propiciava o desenvolvimento das plantas.
Em parte, esse melhor desenvolvimento era promovido pela
mineraliza¢do ocasionada pela aeragdo do solo. Em paises de
clima frio, com inverno muito rigoroso, foi instituida na prima-
vera a pratica da aragdo para o preparo do solo para o plantio.
Essa pratica tinha como objetivo “despertar” a microbiota para
realizar a decomposi¢do dos residuos que ficaram acumulados
durante o inverno e, assim, disponibilizar os nutrientes para
a nova cultura. Com a colonizagio, tal pratica foi introduzida
no Brasil. No entanto, nas condi¢bes de clima do pais, em que
a temperatura é relativamente elevada, a decomposicao ¢ alta
durante todo ano. Como o aporte de residuos culturais é rela-
tivamente baixo, ha um empobrecimento continuo do teor de
matéria organica, que vai se refletir na popula¢do microbiana.
Isso tem levado a mudancga de praticas agricolas, partindo-se
para os sistemas de plantio direto e cultivo minimo.

¢) Profundidade: Conforme comentado anteriormente, a popu-
lagao de microrganismos diminui com a profundidade, devido
a diminui¢ao do teor de matéria organica, da presenca de ra-
izes, do teor de oxigénio e aumento do teor de gas carbonico.
Alguns organismos podem ser particularmente prejudicados
como as algas. Para organismos que produzem esporos como
os actinomicetos, a redugdo percentual é menor, pois a verifi-
cagdo avaliativa por métodos de contagem em placas permite a
avaliacdo dos esporos, que estdo em formas inativas e crescem
no meio de cultura mas nao no solo.

d) Cobertura vegetal: A cobertura vegetal afeta fatores nutricio-
nais e ambientais. Representa uma fonte de nutrientes, pela
deposi¢ao dos residuos organicos na superficie do solo e pe-
los exsudados das raizes. A umidade e a temperatura sao mais
estaveis, favorecendo o desenvolvimento dos microrganismos.
A tabela 7.2 demonstra o efeito de diferentes sistemas de cober-
tura vegetal sobre a microbiota e sua atividade no solo.
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Tabela 7.2 - Efeito de diferentes sistemas de manejo do solo sobre a populacao e a atividade microbiana.

Convencional 372 48,0 1,43
Plantio direto 354 66,8 1,85 14,9
Rotacédo 1 604 55,8 2,53 12,7
Rotacao 2 453 47,0 2,07 10,4
Pastagem cultivada 414 91,6 2,33 24,9
Campo Nativo 565 44,2 0,65 259

7.4 Func¢oes dos microrganismos no solo

Os microrganismos desenvolvem inumeras atividades no solo
que representam importantes fun¢des na produtividade e susten-
tabilidade desse ecossistema.

Decomposicao da matéria organica

A principal fun¢do dos microrganismos é atuar como interme-
didrios entre os consumidores e produtores. Todos os residuos que
nao sdo aproveitados pelos demais organismos sao metabolizados
pela microbiota, liberando os compostos primarios necessarios
aos produtores. Eles participam ativamente da ciclagem dos nu-
trientes, que serd discutida em capitulo a seguir.

Formacao do Himus

O humus ¢ formado durante o processo de decomposicdo da
matéria organica, por alteragdo ou formagao de novos compostos
que sdo polimerizados, constituindo a fracao da matéria organica
do solo bastante estavel. Esses compostos representam uma fon-
te de energia e nutrientes para a microbiota e outros organismos,
incluindo as plantas. Contribui ainda para importantes caracteris-
ticas do solo como a agregac¢ao, capacidade de reten¢do da agua e
capacidade de troca de cation e anions.



Disponibilizacao de nutrientes

As atividades dos microrganismos do solo alteram a disponibi-
lidade de nutrientes para as plantas, afetam o crescimento, a pro-
ducio e a produtividade das culturas.

» Mineraliza¢dao: Durante o processo de decomposi¢cao da ma-
téria organica sao liberados, na forma inorganica, diversos nu-
trientes. Das proteinas, por exemplo, é liberado amonia e de
fosfolipideos fosfatos.

o Oxi-redugdes: Diversos elementos como P, K, N, S, Ca, Mg,
Cu, Zn, Mn, sdo essenciais as plantas, mas a simples presenca
do nutriente nao ¢ indicativo de que as necessidades das plan-
tas serdo atendidas. Esses elementos para serem utilizados pe-
los vegetais tém que estar em determinadas formas. O fésforo é
absorvido na forma de fosfato, o nitrogénio na forma de nitrato
ou amonio e o potassio na forma ionica de K*. Elementos como
o enxofre e manganés, por exemplo, sdo utilizados nas formas
oxidadas e reduzidas, respectivamente. Se o enxofre for adicio-
nado ao solo na forma elementar (S), ele é oxidado por micror-
ganismo como o Thiobacillus thiooxidans a acido sulfurico,
quando entdo podera ser utilizado na forma de sulfato.

$+H0+150, — HSO, —— 2H"+50,”

Ja o manganés predomina nos solos na forma de MnQO?, para se
tornar disponivel necessita passar para Mn**.

MnO? + 4 H* ——> Mn® +2H.0

« Solubiliza¢ao: Diversos elementos com o fésforo predominam
nos solos em formas nao disponiveis para as plantas. Reagoes e
substancias produzidas por microrganismos podem disponibi-
lizar os elementos. Um dos principais mecanismos de solubili-
zagdo de fosfatos é a produgdo de acidos organicos. Os acidos
organicos podem agir de duas maneiras. Pelo efeito acido e
pela formagdo de complexos com o cation acompanhante.

Ca,0H(PO,), + HR — CaR+H,0+3PO,?
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« Fixacao bioldgica de nitrogénio: O nitrogénio ¢ um dos ele-

mentos essenciais a constitui¢ao de diversos componentes ce-
lulares, entre eles as proteinas. Ele é relativamente abundante
na atmosfera. No entanto, em sua forma elementar (N,) é pou-
co reativo, ndo podendo ser utilizado pela maioria dos orga-
nismos, exceto alguns procariotos. Esses microrganismos po-
dem fixar o nitrogénio utilizando-o para a constituicdo de suas
moléculas. Algumas bactérias fixam nitrogénio apenas para
atender as suas necessidades, no entanto, quando sao predadas
ou morrem podem suprir esse nitrogénio para outros organis-
mos. Outras podem formar associagdes, entre elas, simbioses,
fornecendo a seus parceiros o nitrogénio fixado, tornando-os
independentes da presencga de nitrogénio no meio. Maiores in-
formagdes sobre esses grupos serdo apresentadas no capitulo
sobre o ciclo do nitrogénio.

» Micorrizas: Associagoes de fungos com raizes de plantas é a
regra e ndo a exce¢ao no ambiente. A colonizagdo do solo pelas
hifas do fungo aumenta, consideravelmente, o volume de solo
explorado, contribuindo na absor¢ao de agua e nutrientes, no-
tadamente aqueles pouco mdveis no solo, como o fosforo.

« Imobilizagao: A absor¢do de nutrientes do solo pela micro-
biota, visando a producao de seus compostos celulares, re-
presenta uma perda temporaria dos nutrientes do solo que
pode comprometer o desenvolvimento vegetal. Isso ocorre
normalmente quando ha uma grande quantidade de energia
disponivel no ambiente (adicdo de residuos), havendo uma
competi¢do pelos nutrientes pouco disponiveis no solo. A re-
tencdo desses nutrientes é temporaria, pois com a morte dos
microrganismos, parasitismo, predatismo, e decomposiqﬁo
dos residuos, ha a reciclagem e os nutrientes sio novamente
liberados. Aparentemente, a imobilizagdo pode ser prejudi-
cial ao desenvolvimento das plantas, mas, por outro lado, em
épocas de auséncia de culturas ou vegetacao, ou ainda com o
pouco crescimento vegetal, a atividade é importante para a
manutenc¢ao dos nutrientes no solo, evitando perdas, como,
por exemplo, lixivia¢do e desnitrificagao.



Agregacao e estrutura do solo

Um grama de solo (o volume da “ponta de um dedo”) pode
conter de 10 a 100m de hifas de fungos e até um bilhao de bac-
térias. Imagine que aderéncia esses microrganismos podem dar
através de pelos ou pili, capsulas (glicocalice) e seus proprios
corpos as particulas do solo.

Aeracao de solos alagados

A presenca de microrganismos fotoautotroéficos, cianobactérias
e algas, pode promover a oxigenagdo de ambientes umidos e ala-
gados, favorecendo o metabolismo oxidativo.

Equilibrio da populagao

A populagdo microbiana do solo é resultado do efeito de varios
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, como as interagdes negativas
(competicao, parasitismo, predatorio e amensalismo) e positivas
(simbiose, protocooperagao e comensalismo), de forma que ela
esta em equilibrio dindmico. Essa condi¢ao pode favorecer ou im-
pedir a introdu¢ao de microrganismos.

No caso de organismos benéficos como, por exemplo, fixadores
de nitrogénio, solubilizadores de fosfatos, fungos micorrizicos e
outros promotores de crescimento vegetal, para se estabelecerem
no solo e produzirem os efeitos desejados, precisam suplantar es-
sas barreiras, o que na maioria das vezes ndo é possivel levando ao
fracasso as inoculagoes.

Solos com elevadas populagdes de microrganismos podem ser um
eficiente mecanismo de protecao as plantas contra organismos pato-
génicos, pois quanto maior a popula¢do, maiores sao a chances de eles
serem eliminados pelas relages antagonicas. Por outro lado, solos
degradados, com baixo teor de matéria organica e com repetitividade
da mesma cultura, favorecem o estabelecimento de patdgenos, pois se
estes encontram condi¢oes de desenvolvimento, a baixa populagao de
microrganismos vai oferecer pouca resisténcia ao seu estabelecimento.

Parasitas de vegetais

Apenas uma pequena parcela dos microrganismos apresenta
patogenicidade as plantas, e, mesmo entre esses, a grande maioria
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desenvolve sua atividade apenas em determinadas condigdes, princi-

palmente quando as plantas estdo debilitadas. Desta forma, nao de-
vemos imaginar esses microrganismos como inimigos, e sim, como
ferramentas de trabalho. Se uma planta esta debilitada, doente ou
com alguma limitagdo nutricional, significa que ela também nao é
um bom alimento. Logo, devemos encarar o surgimento das doengas
como indicador de que alguma coisa ndo estd bem. Pode ser que a
variedade ndo seja adequada para aquelas condigoes, haja estresse
hidrico ou deficiéncia de nutrientes. A correcio desses fatores pode
ser a solu¢do para o problema.

7.5 Rizosfera

A rizosfera compreende a area do solo sob influéncia das rai-
zes. Dentro dessa area existe o rizoplano, ou seja, a superficie de
contato entre a raiz e o solo. Na rizosfera, a atividade bioquimica e
a populagdo sdo varias vezes superiores ao do solo adjacente. Sao
relatados casos de populagdes até 100 vezes maiores, sendo o mais
comum ao redor de vinte e cinco vezes.

A populagido microbiana nao ¢ estimulada como um todo, pois
o efeito é seletivo. Algumas espécies microbianas s6 sdo encontra-
das na rizosfera de determinadas plantas. Em geral, as bactérias,
e em particular as Gram negativas, sdo as mais estimuladas. As
Gram positivas e as esporuladas geralmente ndo sdo estimuladas.
O efeito sobre as bactérias se deve a sua maior versatilidade bio-
quimica e as altas taxas de crescimento. Os fungos, de uma forma
geral, também nao sdo estimulados, exceto certas espécies com as
dos fungos micorrizicos.

A populacdo da rizosfera é afetada pela distancia da raiz, profun-
didade, espécie e idade da planta. Quanto mais proximo das raizes
maior é o efeito rizosférico. No entanto ele diminui na medida em
que a raiz aprofunda-se no perfil do solo. As leguminosas tendem a
ter um maior efeito rizosférico por unidade de raiz, talvez pela rique-
za nutricional dos produtos liberados. Por outro lado, as gramineas
apresentam um sistema radicular mais avantajado, de forma que se
podem considerar os solos de pastagens como solos rizosféricos. O



efeito rizosférico ¢ maior nas plantas em fase de floragdo, decrescen-
do a seguir, tornando-se praticamente nula na senescéncia.

As alteracdes na popula¢ao microbiana sdo resultado das mo-
dificagoes fisicas, quimicas e nutricionais promovidas pelas raizes.

A respiracao das raizes em ambiente aerobio diminui a quanti-
dade de oxigénio e aumenta o teor de CO,. Em ambientes alagados,
(condicdes de anaerobiose) a presenca do sistema radicular de plan-
tas como o arroz promove um teor maior de oxigénio na rizosfera.

As plantas, ao absorverem os nutrientes, criam diferentes gra-
dientes nos teores de nutrientes na solucao do solo. Ha a ten-
déncia de acumulo de cdtions como o cdlcio e 0 magnésio nas
proximidades das raizes, enquanto que para o fosforo existe uma
deplecao. A absor¢ao de determinadas formas de nutrientes pode
ocasionar altera¢oes no pH do solo. As plantas podem absorver
nitrogénio tanto na forma de nitrato (NO,’) ou amonio (NH,").
Ao absorverem o nitrogénio na forma de nitrato, para manterem
sua eletronegatividade, necessitam excretar um anion, no caso
OH’, ocasionando a elevagdo do pH. Caso absorvam o amonio,
excretam H*, diminuindo o pH.

As raizes representam, ainda, uma fonte de substancias organi-
cas que sdo excretadas ou exsudadas. Sdo disponibilizadas por elas
substincias como, por exemplo, agtcares (glicose, frutose, malto-
se), aminodcidos (valina, serina, glicina), dcidos organicos (oxali-
co, malico, citrico), acidos nucleicos e enzimas.

Nao s6 as plantas afetam a microbiota, mas também as alteracoes
promovidas pela microbiota afetam as plantas. Todas as fung¢des
que os microrganismos exercem no solo também sao realizadas
na rizosfera e com mais intensidade. No entanto, algumas sao re-
algadas. De 10 a 50% da populagdo de microrganismos apresenta
atividade de solubilizagdo de nutrientes. Embora os microrganis-
mos solubilizadores ndo ocupem um nicho especifico, a rizosfera
pode permitir a seu manejo para favorecimento na nutri¢ao das
plantas através da inoculagdo de microrganismos selecionados. Sao
encontrados, também, na rizosfera microrganismos produtores de
substancias estimulantes ao crescimento vegetal, tais como os pro-
dutores de hormonios vegetais que sintetizam o dcido indol acético.
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Microrganismos presentes na rizosfera podem produzir subs-
tancias toxicas as plantas, como cianeto e sulfetos. Tais micror-
ganismos sdo denominados de deletérios, pois nao demonstram
normalmente sintomas de doengas. O cultivo continuado de
uma unica espécie vegetal pode levar ao que é denominado de
solo cansado, ou seja, um solo que apresenta condi¢des fisicas e
quimicas adequadas ao crescimento vegetal e no entanto, a pro-
dutividade é baixa. A substitui¢do desta populacao através de
manejo de plantas ou pela inoculagdo de microrganismos que
colonizem a rizosfera impedindo o estabelecimento dos deleté-
rios pode resolver o problema.

Os microrganismos na rizosfera podem ainda atuar no contro-
le de microrganismos patogénicos. Devido a intensa populacgao, o
estabelecimento dos patégenos ¢ dificultado pela intensa compe-
ticdo, predatismo e amensalismo. A producdo de substancias anti-
microbianas, além da protecdo “in loco” podem ser transportadas
para as partes aéreas das plantas amplificando seu efeito.

Resumo

O solo ¢é constituido de material inorgénico e organico organiza-
do em particulas apresentando espagos ocupados pela agua e o ar.
Os principais grupos de microrganismo presentes so os fungos e as
bactérias, atingindo populagdes na ordem de 109 UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) por grama de solo. A populacao ¢ afetada
por fatores ambientais, tais como o pH, aera¢do, umidade, tempe-
ratura, matéria orgénica e interagdes, que agem de forma isolada
ou conjunta. O manuseio desses fatores permite o manejo da popu-
lagao. As atividades desenvolvidas pela biota do solo representam
importantes fungdes responsaveis a sustentabilidade do sistema. Ela
é responsavel pela decomposi¢cdo da matéria organica, formagao do
himus, disponibilizacdo de nutrientes e agregacao e estruturacao
do solo. Estas atividades sao mais intensas na rizosfera, onde a po-
pulagdo é bem maior do que as populagdes do solo adjacente.
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Microbiologia da Agua

Neste capitulo serd estudada a microbiologia da dgua,
com destaque para os aspectos de satide humana e a bio-
logia e métodos de andlises dos coliformes.
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8.1 Introducao

A 4gua ¢é um dos elementos mais importantes da natureza e es-
sencial a vida. Aproximadamente 75% da superficie terrestre é co-
berta por agua e a maior parte do peso dos seres vivos é composta
por agua. Entretanto, apenas 3% da dgua do planeta é doce e apenas
0,3% do total ndo estd na forma de geleiras e faz parte dos rios e la-
gos. Ha uma estimativa de que apenas 0,008% da dgua estd na forma
potavel. Muito pouco, nao? Apenas para a gente ver o quanto isso
¢ importante, se toda a agua do mundo coubesse dentro de uma
garrafa de um litro, a 4gua potavel seria o equivalente a meia gota.

Dessa forma, como a agua é um bem renovavel, no ciclo da na-
tureza, ¢ de suma importancia que ela seja preservada e tratada
para que a vida nao seja prejudicada e extinta.

Numa cidade, estima-se que o consumo de agua seja de 40% pe-
las residéncias, 25% pelas industrias e 15% pelo comércio. Desse
montante, a maior parte da agua usada numa casa ¢ destinada para
higiene em descarga (40%), banho (30%) e lavanderia (15%). Por
esta razao, além do aspecto renovavel citado acima, ha a necessidade
de que a qualidade da agua que entra numa tubulag¢ao seja limpa, e
ndo contaminada. Em adi¢do, a d4gua que sai para os esgotos deve
ser tratada para evitar problemas ambientais, inclusive a prolifera-
¢do de doencas das mais diversas para os seres humanos e animais.

A polui¢ao da agua pode ter varias origens, como, por exemplo,
microrganismos, metais pesados, produtos quimicos industriais,
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defensivos agricolas etc. A microbiologia da agua, foco do nosso
estudo, sera tratada a seguir.

Quando se fala em microbiologia da agua pensa-se em duas di-
ferentes correntes: uma mais ampla e ecoldgica, onde sdo estudadas
as relagoes dos microrganismos em ambientes aquaticos, e 0 aspecto
de saude, de prevengdo e contamina¢do por microrganismos que
podem ser patogénicos aos animais, incluindo os seres humanos.

No lado ecoldgico sao abordados os tipos de microrganismos e os
fatores ambientais que os afetam: temperatura, nutrientes, salinida-
de, aeracdo, pH, pressao hidrostatica, luz, turbidez, as relagdes entre
0s préprios microrganismos e as atividades humanas. Nessa area da
biologia sdao, também, estudados os organismos que sdo produtores
primarios e os consumidores. Claro que esses itens podem também
ter uma influéncia na outra vertente, que é a da area da saude.

8.2 Microrganismos e aspectos de saude

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 80% das
doengas que assolam os paises em desenvolvimento sao causadas
pela contamina¢ao da agua. Apenas 30% da populagdo mundial
tem dgua tratada e, no Brasil, varias regides apresentam sérios pro-
blemas sanitarios, diminuindo a qualidade de vida da populacao.
Basta irmos as periferias das grandes cidades para que seja cons-
tatada a pobreza das pessoas que nelas habitam. Podemos aqui fa-
zer uma rapida viagem ao passado para lembrar quantas pessoas
perderam as suas vidas em tais ambientes contaminados e sujeitos
as doencas, como as gastroenterites, uma das mais comuns, entre
tantas outras. Na idade média, em que se vivia pouco por questoes
de condig¢des precarias de higiene, uma grande parcela da popula-
¢do foi reduzida devido as contamina¢des microbianas.

Quais microrganismos sdo potencialmente patégenos aos seres
humanos e sdo provenientes de 4gua contaminada?
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Transmissao da Colera

Entre os anos de 1849 e 1854, na época da rainha Vit6-
ria, houve uma grande epidemia de célera na cidade de
Londres, que dizimou uma parte consideravel da popu-
lagdo. Em 1855, John Snow, um cientista renomado, es-
creveu um trabalho sobre a transmissao da colera e, a
partir dai, varios paises comecaram a se preocupar com
as formas de propagacao da bactéria Vibrio cholerae e
de outras enfermidades veiculas pela agua. Entre os fa-

Figura 8.2. Microscopia eletronica
de Vibrio cholerae. FONTE: <http://

tores estudados na prevencao de doencas, iniciou-se a  Figura 8.1. Foto de John www.technoinhome.com/vspcite/site/
ideia de tratamento da agua, com a colocacdo de cloro ~ Snow- FONTE: <http:/ whb03/gif/008/wb0300855003ccab.

. o londonparticulars files. gif>. Acesso em: 15. 03. 2010.
em suas estacdes sanitarias. wordpress.com/2009/07/

john_snow1.jpg>.Acesso
em: 20. 03.2010.

Em linhas gerais sao virus, bactérias, fungos, algas, protozoarios
e helmintos que podem causar problemas para a saude. Exemplos
de virus importantes sdo: adenovirus, enterovirus, de hepatites
e os rotavirus, que causam diarreia e podem ser adquiridos pelo
consumo de ostras e moluscos contaminados, por exemplo.

O grupo mais numeroso, em termos de numero de espécies asso-
ciadas com gastroenterites, ¢ o das bactérias. Exemplos de bactérias
e respectivas doengas com esse potencial sdo: Aeromonas hydrophila
(diarreia aquosa), Escherichia coli (colite), Legionella spp. (legione-
lose), Mycobacterium spp (micobacterioses), Salmonella typhi (febre
tifoide), Shigella spp. (shigelose) e Vibrio cholerae (cdlera).

No aspecto de produgao de toxinas e problemas para a saude sao
importantes os géneros Anabaena e Mycrocistis. Elas pertencem ao
grupo das cianobactérias e apresentam potencial de contaminagao
para pessoas que consomem 0s animais que as carregam.

Entre os protozoarios podemos destacar: Entamoeba hystolitica
(amebiase), Giardia lamblia (giardiase) e Cryptosporidium parvum
(criptosporidiose). Nos helmintos temos o Schistosoma spp (es-
quistossomose) e Ascaris lumbricoides (ascaridiase).
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8.3 Coliformes

Tendo em vista a vasta quantidade de microrganismos que po-
dem causar doencas aos seres humanos e animais, vocé deve con-
cordar que fica bastante complicado que todas as analises de agua
sejam feitas para cada grupo. Por esta razdo, visando a simplificagao
para identificar o problema de dagua contaminada, tem-se estudado
alguns microrganismos que sdo chamados de indicadores de polui-

¢do da dgua.

Normalmente, entre varios indicadores, também chamados de
bioindicadores, os organismos mais estudados sao os que habitam
o trato intestinal de seres humanos e de animais de sangue quente.
Vale destacar que nas fezes humanas ha um nimero elevado, na
casa de 1011 bactérias, por grama. Isso representa aproximada-
mente 25% do peso das fezes. Incrivel, nao?

Mais uma vez podemos ver a importancia do tratamento de agua
ja que, como ja discutido anteriormente, essas bactérias podem con-
taminar pessoas que tenham contato com elas, quer seja bebendo ou
tomando banho. Veja que interessante: os indicadores de polui¢ao
de dgua podem ser benéficos ou maléficos, dependendo do ponto
de vista. Benéfico no caso de facilitarem o diagndstico de contami-
nac¢do. Em adicao, hd algumas espécies que ajudam na regulagao da
flora intestinal, melhorando o nosso sistema imunoldgico e ajudan-
do na sintese das vitaminas K e B. E o caso da Escherichia coli, que é
a espécie mais abundante e mais estudada no mundo.

Ha dois tipos de coliformes: os coliformes totais e os fecais, es-
ses ultimos chamados mais recentemente de termotolerantes. Os
totais sdo aqueles que habitam as aguas e solos do meio ambien-
te e que podem também ser oriundos de fezes. Os fecais ou ter-
motolerantes sdo originados diretamente de fezes, vindos de es-
gotos domésticos, basicamente. As caracteristicas dos coliformes
sd0: bactérias aerdbicas ou anaerdbicas facultativas, na forma de
bacilos Gram negativos, que fermentam a lactose em temperatu-
ra entre 35 e 37 °C, ndo formam esporos e sao negativos para o

As principais caracteristicas
deles sdo: estdo presentes
em dgua contaminada e
ausentes em dgua potdvel,
correlacionam-se com os
patdgenos, sdo estdveis

no meio ambiente e sédo
quantificdveis facilmente em
laboratdrios.
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teste da oxidase. Exemplos de géneros de coliformes totais sdo:
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella. O principal re-
presentante dos coliformes fecais ou termotolerantes é a Escherichia
coli, que fermenta a lactose numa temperatura maior, 44,5 °C.

8.4 Métodos de analises
microbioldgicas de agua

Antes de se fazer a coleta para a andlise microbioldgica, alguns
cuidados devem ser observados para a melhor interpretacdao dos
resultados:

a) A amostra deve ser representativa da area. Em outras palavras,
ndo adianta, por exemplo, pegar uma amostra de agua de um
ponto isolado de uma praia e dizer que toda a praia foi analisada;

b) Se for de praia ou lago, por exemplo, a coleta deve ser feita
numa profundidade de, aproximadamente, um metro (simu-
lando uma balneabilidade média de pessoas), pegando-se a
amostra entre 15 e 30 cm da superficie;

c)A amostra deve ser coletada em recipientes limpos e
esterilizados;

d) Evitar a contaminagdo durante a coleta e no transporte;

e) A analise deve ser feita o mais rapidamente possivel, no ma-
ximo 24h da coleta, para evitar alteragdes no crescimento dos
microrganismos;

f) Se necessario, armazenar a amostra em temperaturas menores
de 10°C; e

g) Certificar-se que a agua nao ¢é clorada. Se for, adicionar uma
solugdo de 18 mg/litro de tiossulfato de s6dio (Na,S,0,) para
neutralizar o cloro que é um agente oxidante e que pode ma-
tar as bactérias.

Os dois métodos mais comuns para se analisar as bactérias do
grupo coliforme sdo: o dos Tubos Multiplos ou Numero Mais Pro-
vavel (NMP) e o da Membrana de Filtro (MF). A seguir serao des-
critas as metodologias basicas de cada um.
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8.4.1 Método dos Tubos Multiplos
ou Numero Mais Provavel

Nesse método ha trés etapas: teste presuntivo, teste para coli-
formes totais e teste para coliformes fecais ou termotolerantes. Na
primeira fase, sdo empregados baterias de 9 ou 15 tubos de ensaio
contendo um caldo lactosado, também chamado de caldo lauril
triptose. Os tubos recebem aliquotas de 10ml; 1ml ou 0,1ml da
agua a ser analisada. Dentro dos tubos ha pequenos tubinhos de
ensaio invertidos, tubos de Durham, que captam as bolhas produ-
zidas quando da fermentagdo da lactose pelos microrganismos. O
teste positivo tem bolhas bem visiveis e o negativo nao. Entretanto,
esse teste é apenas preliminar e ndo pode ser usado como certo
para coliformes porque existem outros grupos de microrganismos
que também fermentam a lactose, como € o caso de bactérias do
género Bacillus e de certos fungos, as leveduras. Em linhas gerais,
o positivo é um sério candidato a ser coliforme. A incubac¢ao do
teste é feita em estufa bacterioldgica numa temperatura de 37 °C
por um periodo de 24 a 48 horas.

No segundo teste, a partir dos tubos positivos do primeiro, sdo
feitas as inoculagdes para os tubos de ensaio, contendo o caldo
lactosado com bile verde brilhante a 2%. Os tubinhos de Durham
inseridos dentro dos tubos maiores, se positivos, apresentam bo-
lhas, numa temperatura de 37 °C por um periodo de 24 a 48 horas.
Nesse caso, sio chamados de coliformes totais.

A terceira etapa consiste na inoculagao de tubos de ensaio com o
caldo EC (Escherichia coli), a partir dos positivos do primeiro teste.
A incubagdo é na temperatura de 44,5 graus, entre 24 e 48 horas.
Os tubinhos de Durham positivos indicam a presenga de colifor-
mes fecais ou termotolerantes e sio comparados com uma tabela
de NMP, que tem o niumero de coliforme por 100mL de agua. Esta
confirmagdo é importante porque um resultado positivo de agua
ou de um alimento, por exemplo, mostra que o material teve con-
tato com fezes humanas ou de animais. E isso é preocupante para a
saude, ja que outros organismos podem também estar presentes e
causar as mais variadas doencas como ja discutido anteriormente.
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Para vocé ter uma ideia, a agua potavel deve ser isenta de coli-
formes fecais, segundo resolugdes do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), que apresenta os padroes de qualidade das
aguas. Se a agua nao for potavel ela pode ser enquadrada ou ndo em
aguas proprias para banho, como ocorre em analises de varias praias
do Brasil, em diversos estados. Vale lembrar que os estados tém le-
gislacdo propria e os 6rgaos ambientais locais complementam essas
informagdes de analises e de interpretacdo dos resultados.

8.4.2 Método da Membrana de Filtro

Este método consiste, basicamente, na filtragdo de uma amostra
de agua com o auxilio de uma bomba de vacuo. A parte que nao
passa no filtro é retida numa membrana com malha de 0,45um e
colocada numa placa de Petri contendo meios de cultura onde as
bactérias irdo crescer. Para a determinacdo dos coliformes totais
usa-se o meio M-Endo Agar LES, incubando o material em tem-
peratura de 37 °C por 24 horas. Os coliformes termotolerantes
crescem em meio agar MFC e incubado a 44,5 °C por 24 horas.
A partir desses crescimentos contam-se os nimeros de colonias
de bactérias e sdo feitos os cdlculos para a quantidade de agua
amostrada e analisada.

A vantagem do método da membrana de filtro, em relagdo ao
anterior, dos tubos, é que muito menos vidraria de laboratorio é
utilizada. Entretanto, as membranas sao caras e nao é todo tipo
de 4gua que pode ser analisada. Aguas muito turvas, barrentas,
tendem a entupir os poros da membrana de filtro. Nesse caso, é
melhor fazer as anélises com o método mais trabalhoso, dos tubos.

8.4.3 Outras analises

Em adi¢do aos métodos mais usuais discutidos, outras analises
podem ser feitas, dando uma ideia geral da contaminacao da agua:
contagem de bactérias heterotroficas em placas de Petri, determi-
nagao de estreptococos e enterococos, presenga ou auséncia de co-
liformes, bacteridfagos e enzimas especificas (beta galactosidase
e beta glucoronidase). Recentemente, métodos moleculares como
PCR (polimerase chain reaction) e arvores filogenéticas puderam
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dar uma avaliagdo mais ampla dos microrganismos que habitam
nas aguas. Vale lembrar que nem toda célula microbiana cresce nos
tradicionais meios de cultura. Por outro lado, deve-se ter cuidado
na interpretacdo desses resultados para se chegar a conclusdo de
quais sdo os microrganismos que, naquele dado momento, estao
em atividade e contaminando a dgua. Outro aspecto a ser obser-
vado e salientado ¢ a praticidade e o custo das analises envolvidas.

Resumo

A dgua ¢ um dos mais importantes elementos da vida. Pelo seu
carater renovavel e de baixa quantidade em termos de potabilida-
de, a microbiologia da mesma ¢ essencial para a sua qualidade. De
um lado, os microrganismos podem ser estudados ecologicamente,
no meio ambiente. De outra forma, certos microrganismos podem
contaminar a agua e causar doengas para os seres vivos, incluindo o
homem. Varios fatores afetam os microrganismos como: tempera-
tura, nutrientes, luminosidade, pH, potencial redox, pressdo hidros-
tatica e interagdo com outros organismos. Na andlise microbiologi-
ca da d4gua sao estudados os organismos indicadores de poluicdo: os
coliformes totais e coliformes fecais (termotolerantes). Os métodos
mais empregados para a analise sdo: o de tubos multiplos ou do nu-
mero mais provavel (NMP) e o da membrana de filtro (MF).
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Microbiologia do Ar

Neste capitulo serdo abordadas as fontes de contami-
nagao, os fatores que afetam a microbiota, os métodos de
avaliagdo, o controle e a utilidade da microbiologia do ar.
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9.1 Introducao

O ar, diferentemente dos outros ambientes, como o solo e a
agua, ndo apresenta uma concentra¢io de nutrientes capaz de su-
prir o crescimento de microrganismos. Portanto, ele ndo pode ser
considerado como um meio de cultura. Dessa forma, surgem per-
guntas: existem microrganismos no ar? Como provar que existem
microrganismos no ar? Basta recordar os procedimentos adotados
nos laboratérios de microbiologia para evitar a contaminag¢ao dos
trabalhos executados. Se o ar ndo é um meio de cultura para os
microrganismos, o que eles estao fazendo 142 O ar ¢ um dos meios
de dispersao de muitos microrganismos. Eles podem permanecer
no ar por tempo variavel, de segundos, horas, dias, semanas, me-
ses ou anos. Assim como podem percorrer distancias variaveis de
milimetros a quilometros ou milhares de quilometros. Se os mi-
crorganismos nao se multiplicam no ar, de onde eles surgem?

9.2 Fontes de contaminacao

Se os microrganismos nao se multiplicam no ar, sua origem tem
de ser de outros ambientes. As principais fontes de contamina¢ao
sdo a poeira, acumulo de cadéaveres, depdsitos de lixo e aerossois.

Quando se fala em poeira, a primeira ideia que se tem é a de um
veiculo se deslocando em alta velocidade em uma estrada nao pavi-
mentada. Sim, realmente essa ¢ uma grande fonte de contaminagao.
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Mas existem outras relacionadas como a poeira gerada pelo setor
agricola durante o processo de producao, como a aragdo, gradagem,
colheita mecanizada, principalmente na trilhagem. Mas a maior
contribui¢do provavelmente é a da chamada poeira “invisivel’, ou
seja, aquela que é produzida pelas correntes aéreas sobre as superfi-
cies do solo, de plantas e animais. Grandes centros urbanos, com sua
alta populagao, suas industrias, trafego de veiculos, edificios altos,
ruas estreitas, também colaboram para a contaminacao.

A concentragdo excessiva de animais e plantas de uma mes-
ma espécie nas criagdes e plantagdes, assim como a presenga
de cadaveres e seres moribundos contribui para a contaminagao
do ar. Imagine, em tempos passados, onde as guerras eram re-
alizadas com espadas, flechas, lancas, paus e pedras. Um indi-
viduo ferido nesses combates, muitas vezes nao vinha a falecer
logo em seguida, ficava moribundo talvez durante dias. Esses
individuos, juntamente com os corpos de outros combatentes,
representavam um excelente meio de cultura para a proliferacao
de microrganismos, muitos deles inclusive patogénicos. Nessas
condic¢des, muitas epidemias poderiam ser disseminadas por
amplas regides. Situagdes semelhantes ocorrem nas catastrofes,
terremotos e inundagdes.

A presenca de grandes quantidades de matéria organica em
decomposi¢do como as pilhas de compostagem e os depositos de
lixo, principalmente se expostos ao céu aberto, representam uma
grande fonte de contaminagdo para o ar.

Muitos dos microrganismos presentes no ar podem ter suas
origens a partir de ambientes aqudticos e através dos aerossois,
incluindo o fluxo de aparelhos de ar condicionado. Pequenas go-
ticulas podem ser langadas a atmosfera pela acao dos ventos, pelo
choque de ondas nas praias e rochedos, pela névoa produzida pe-
las quedas d’agua e pelo borbulhar de gases produzidos dentro dos
corpos aquaticos, como, por exemplo, na producao de oxigénio
durante a fotossintese. Estas goticulas podem sofrer desidratagao
ficando apenas o nucleo constituido dos materiais orgéanicos e
inorganicos e 0s proprios microrganismos.



Desinfeccao

é um processo de eliminacao
de patégenos, mas nem
todos os microrganismos,

de um objeto ou superficie
sao eliminados. Células com
esporos podem resistir.
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9.3 Fatores que afetam a populac¢ao

Uma vez presentes no ar os microrganismos siao afetados por
uma série de fatores.

A umidade constitui-se em um fator que tanto pode contribuir
para o aumento como para a diminui¢ido da populagdo. A chuva
lava o ar depositando os microrganismos sobre as superficies do
solo, plantas e dguas, diminuindo a populagdo do ar. Por outro
lado, os microrganismos depositados nas superficies, com a dis-
ponibilidade de agua, podem multiplicar-se e novamente ganhar o
ar, aumentando a populagao.

A populagdo microbiana do ar aumenta com a elevagao da tem-
peratura ambiental. Nas regides frias, dependendo da temperatura,
os microrganismos ao serem depositados sobre as superficies, po-
dem permanecer latentes ou ter baixas taxas metabdlicas, tornan-
do a reproduc¢ao muito lenta, dificultando a reposi¢ao para o ar.

A altitude também afeta a populagdo. Nas regides mais altas, a
incidéncia de luz ultravioleta é maior do que ao nivel do mar, pro-
piciando, assim, uma maior desinfeccdo do ar.

A populagao do ar varia durante o dia e as épocas do ano. Essas
sdo afetadas pela geracdo de microrganismos pelas fontes e ativida-
des desenvolvidas. Assim, as populagdes nos ambientes naturais ten-
dem a ser maiores no outono e primavera e nos ambientes urbanos
nos horarios de pico. Imagine como deve ser a popula¢ao de micror-
ganismos em um terminal urbano, as 5, 8, 13, 18 e as 24 horas.

9.4 Métodos de avaliacao

A populag¢ao de microrganismos do ar pode ser avaliada por
diferentes procedimentos: sedimentagdo, impacto e filtragao.

O procedimento mais simples é conhecido como método da se-
dimentagdo. Nesse procedimento, placas contendo meio de cultura
adequado (p. ex., agar nutriente para bactérias e agar dextrose para
fungos) sdo colocadas com o meio de cultura em exposi¢ao nos am-
bientes a serem avaliados por determinado periodo de tempo (p. ex.
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5 minutos para bactérias e 10 minutos para os fungos). Em seguida,
as placas sdo colocadas para incubar em temperaturas entre 25 e 30
°C e procede-se a contagem das coldnias, depois de 24 a 48h. Esse
procedimento apresenta as desvantagens de nao se saber o volume
de ar avaliado porque se contam apenas particulas e nao os indivi-
duos; e apenas as particulas maiores sdo coletadas. Apesar desses
problemas, o método ¢ bastante utilizado por ser de facil execugao e
por permitir a comparac¢do de ambientes semelhantes.

Outros procedimentos fazem uso do impacto. O impacto pode
ser sobre o meio sélido ou sobre meio liquido. No impacto em
meio solido, usa-se uma placa contendo meio de cultura, sobre
a qual é colocada uma tampa com fendas ou crivos acoplada a
uma bomba de vacuo. O ar ¢ succionado para o interior da pla-
ca, chocando-se com a superficie. Esse procedimento permite o
conhecimento do volume de ar avaliado, no entanto, os demais
problemas do método anterior permanecem.

No impacto em meio liquido, o ar é borbulhado no interior de
um liquido, em seguida, o material é submetido a agitagdo para
dissolugao das particulas. Aliquotas da suspensao sao colocadas
em meio de cultura e apds a incubagdo ¢é realizada a contagem.
Esse método permite conhecer o volume de ar analisado, captar
todas as particulas e contar os individuos.

Pode-se ainda filtrar o ar em uma membrana e coloca-la em
contato com o meio de cultura ou em um tubo contendo algodao,
que posteriormente podera ser lavado para retirar as particulas e a
suspensdo obtida ser submetida a contagem.

9.5 Controle da populacao

A presenca de microrganismo no ar de determinados ambientes
¢ indesejavel ou, no minimo, necessita ser controlada. Entre estes
podemos citar as salas de cirurgia, cimaras de inoculagéo, sala de
preparo de alimento. Para tanto, podem-se fazer uso de filtros, ra-
diagdo com luz ultravioleta, desinfetantes gasosos ou em aerossois.

Desinfetante

é um agente antimicrobiano
utilizado em materiais
inanimados.
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9.6. Utilidade

Embora exista uma preocupagdo constante na area da saude
com 0s microrganismos patogénicos, que podem ser dissemina-
dos através do ar, a dispersao dos microrganismos benéficos é de
suma importancia. Na dispersao das espécies vegetais existe a ne-
cessidade da colonizagao de suas superficies com espécies comen-
sais e simbidnticas, como no caso das micorrizas, onde os esporos
sao veiculados de uma regido para outra pela agdo do vento.

Resumo

Os microrganismos nao se proliferam no ar. O ar ¢ apenas o meio
de dispersao. Portanto, eles tém origem a partir do solo, da dgua e
de outros organismos. Uma vez presentes no ar, 0s microrganismos
sao afetados pela umidade, temperatura e radiagdo. A avaliagdo da
populacao de microrganismos existentes no ar utiliza procedimen-
tos de captura baseados na sedimentacédo, impacto ou filtracao para
cultivo em meios adequados. E de suma importancia avaliar a quali-
dade do ar em ambientes fechados pelo potencial de transmissao de
doencas respiratdrias para as pessoas e os animais. Por outro lado, a
veiculagdo de microrganismos pode ser feita pelo ar de uma regiao
para outra, como é o caso de esporos de fungos micorrizicos.
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Ciclo dos elementos quimicos

Neste capitulo serdo abordados os ciclos do carbono,
nitrogénio, enxofre, fosforo e potdssio, tratando especifi-
camente dos microrganismos envolvidos, das condi¢oes e
importancia na vida do planeta.
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Ciclo dos elementos quimicos

10.1 Introducao

A terra foi formada com uma determinada quantidade de ele-
mentos, e exceto por pequenas perdas e ganhos, essas quantidades
permaneceram inalteradas. Se esses elementos se acumularem em
determinadas formas, as que sdo necessarias aos organismos po-
dem se tornar escassas ou inexistentes, diminuindo o desenvolvi-
mento dos organismos ou determinando a extingdo. A ciclagem
dos nutrientes é, portanto, essencial a vida no planeta. Nesse con-
texto, os microrganismos desempenham papel importante e, mui-
tas vezes, sd0 a Unica alternativa. A agua e o solo, como substratos
de desenvolvimento de inimeras formas vivas, sdo os centros da
maioria destas atividades.

Atualmente, enfrentamos varios problemas ambientais que,
na sua maioria, estdo relacionados a ciclagem de nutrientes. Um
maior conhecimento desses ciclos permitira a escolha de procedi-
mentos que minimizem ou eliminem esses problemas.

10.2 Ciclo do Carbono

Os organismos autotrdficos (produtores) absorvem da atmos-
fera o CO,, e por processos oxidativos (quimioautotréficos) ou
fotossintéticos (fotoautotroficos) fixam o C em suas moléculas
organicas (Figura 10.1). O carbono orgénico circula entre os se-
res sendo transferido para os organismos consumidores. Com a
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morte de produtores e consumidores, assim como os produtos de
suas excrec¢oes, sdo depositados no ambiente constituindo assim
a matéria organica. Os principais constituintes dos vegetais sao
a celulose, hemicelulose e a lignina. Ha ainda por¢des menores
de amido, pectina e inulina. Mais raras sao as gorduras, proteinas
e ceras. Nos animais os principais constituintes sdo as proteinas
e gorduras, e, nos insetos, a quitina. Alguns desses constituintes
também fazem parte das estruturas de fungos, bactérias, algas,
protozoarios e virus. Estao ainda presentes em todos os organis-
mos os acidos nucleicos (DNA e RNA).
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Figura 10.1. Ciclo do Carbono.

A matéria organica depositada no solo ¢ a fonte de energia e
nutrientes para uma gama de organismos, entre eles os microrga-
nismos. Assim, a matéria organica ¢ metabolizada, dando origem
a novo protoplasma microbiano, a compostos intermedidrios e a
liberagdo de CO,. Através de ciclos sucessivos, todo o carbono or-
ganico ¢ liberado para a atmosfera na forma de CO,, completando
o ciclo. Do carbono metabolizado cerca de um terco é assimilado
pelos microrganismos para constituir o seu protoplasma.

Durante o processo de decomposi¢do da matéria organica, ha a
formacgao no solo de substancias organicas denominadas generi-

Podemos entender o humus
como a matéria orgénica
bastante estdvel no solo, que é
fruto néo sé da decomposicao,
mas também de ressintese
pela polimeriza¢éo de
compostos produzidos
durante a decomposicao.



Capacidade campo

é a quantidade de dgua
retida pelo solo 24 h apds sua
saturacao.

Ciclo dos elementos quimicos

10.2.1 Decomposicao dos compostos adicionados ao solo

Além da presenca de microrganismos, a decomposicao ¢ afe-
tada pelas condigdes fisicas, quimicas e nutricionais. Entre estes,
destacam-se os seguintes fatores: a temperatura, a aeragdo, a umi-
dade, o pH e os teores de nitrogénio e fosforo. Observa-se que
esses fatores sdo os mesmos que afetam a populagdo de microrga-
nismos. Temperatura de 25 a 30°C, teor de umidade de 60 a 80%
da capacidade campo, pH neutro e baixas relagdes C:N e C:P no
residuo, favorecem a decomposicao.

Decomposicao da Celulose

A celulose é o principal constituinte vegetal. E formada de uma
cadeia de glicose (ligagdes B 1,4). Devido ao seu tamanho, nao
pode ser transportada para dentro das células. Ha a necessidade
inicial de que seja fragmentada em unidades de glicose para ser
absorvida. Esta atividade é realizada por enzimas hidroliticas, de-
nominadas de celulases. Os principais microrganismos celuloliti-
cos sdo os fungos, principalmente em condi¢des de aerobiose. Em
condi¢des de anaerobiose, a atividade fica restrita a algumas bac-
térias e o processo de decomposicao é lento. A presenca de outros
compostos organicos de facil decomposicao favorece a decompo-
sicao da celulose, pois, enquanto os microrganismos se multipli-
cam sdo adaptados a decomposicdo da celulose.

Decomposi¢ao da hemicelulose

A hemicelulose é um polimero de heterossacarideos e a seme-
lhancga da celulose, necessita ser fragmentada. Esta atividade é rea-
lizada por enzimas denominadas hemicelulases que estao presen-
tes na microbiota.

Decomposicao da Lignina

A lignina é um polimero complexo, de dificil decomposigao e
cuja estrutura se assemelha bastante a do humus. A decomposigao
é realizada por enzimas denominadas de lignases produzidas prin-
cipalmente por fungos.
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Decomposicao do Amido

O amido também ¢ um polimero de glicose, mas diferentemente
da celulose as liga¢des sao a 1,4. As quebras nas unidades de ami-
do sdo realizadas por enzimas denominadas de amilases. Grande
parcela da microbiota tem a capacidade de degradar o amido, de
3 a2 90% dos isolados de bactérias e a quase totalidade dos fungos
(exceto as leveduras).

Decomposicao da pectina

A pectina é uma substancia de cimento intercelular sendo um
polimero complexo constituido de dcidos poligalacturénicos. A
quebra em unidades é realizada pelas pectinases.

Decomposicao da quitina

A quitina é a substancia do exoesqueleto dos insetos e da pare-
de de fungos. E um polimero de N-acetil-glicosamina. Devido a
presenca de nitrogénio (baixa relagdo C:N) é uma substancia facil-
mente decomposta no solo, particularmente pelos actinomicetos.

A decomposi¢ao de substancias organicas nitrogenadas (prote-
inas e acidos nucleicos) sera melhor compreendida quando discu-
tida no ciclo do nitrogénio.

10.3 Ciclo do Nitrogénio

Apesar da imensa reserva de nitrogénio existente no ar (78%),
apenas uma parcela muito pequena encontra-se no solo, em formas
que possam ser utilizadas pelos organismos. Amonia e nitrato re-
presentam as formas utilizadas pelas plantas. O nitrogénio atmosfé-
rico torna-se disponivel aos organismos (microrganismos e plantas)
através da fixagdo, que pode ser quimica, industrial ou biologica. As
perdas de nitrogénio do sistema-solo podem ocorrer por lixiviagdo,
volatilizacdo da amonia e desnitrificacio. Dentro do sistema, o ni-
trogénio pode ser transferido entre os organismos (animais alimen-
tando-se de plantas, animais alimentando-se de animais, parasitas
e predadores nutrindo-se de plantas, animais e outros microrga-
nismos e decompositores metabolizando os residuos) ou passa por
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Figura 10.2. Ciclo do Nitrogénio.

fases ou etapas como: mineralizacido, imobiliza¢do, nitrificagdo e
desnitrificagao (Figura 10.2).

10.3.1 Mineraliza¢ao

A mineralizagdo consiste na transformacdo do nitrogénio orga-
nico contido em proteinas, acidos nucleicos e uréia, em nitrogé-
nio inorganico, mais precisamente em amonio. As proteinas sao
inicialmente hidrolisadas por proteases em peptonas, peptideos e
finalmente a aminodacidos. Os dltimos sdo utilizados pelos micror-
ganismos ou entdo sdo desaminados liberando o amonio.

A biota responsavel pela mineralizagdo do nitrogénio ¢ abun-
dante e heterogénea. Todos os microrganismos sao capazes de
metabolizar alguma forma de nitrogénio organico. Assim, mesmo
nas condi¢cdes mais inadequadas para o crescimento de plantas
e microrganismos (extremos de pH e condigdes de anaerobiose)
a atividade ocorre. Uma vez no solo, o amdnio pode ser perdido
para atmosfera por volatilizagdo, ser nitrificado, absorvido pelas
plantas ou imobilizado por microrganismos.
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A volatilizagdo ocorre pela transformag¢iao do amdnio em amonia,
pela combinagdo do amonio com oxidrila (OH), produzindo amo-
nia e agua. Esta reacdo ¢ favorecida em condi¢oes de alcalinidade.

NH,* + OH ——» NH,+H,0

10.3.2 Nitrificacao

Consiste na transformac¢ao do amoénio em nitrato. Esta ativi-
dade ¢é realizada por microrganismos quimiolitotroficos aero-
bios. A reagdo promove a energia necessaria para o metabolismo
desses microrganismos.

Na primeira etapa, realizada por bactérias do género Nitrosomo-
nas, 0 amonio é oxidado a nitrito (NO,).

NH,*+1,50, — NO, + 2H* + H,0

Em seguida o nitrito é oxidado a nitrato (NO3-) pelas bactérias
do género Nitrobacter.

NO, +0,50,—> NO;

Embora o nitrito seja toxico as plantas e outros organismos, nao
ha acimulo no solo porque o Nitrobacter é mais rapido.

Diversos fatores afetam a nitrificacdo. Condi¢des de acidez e
temperaturas baixas restringem a atividade dos microrganismos.
A presenca de germicidas também afeta a atividade, o que as vezes
pode ser utilizado como mecanismo para evitar perdas de nitro-
génio no solo. Mas o fator mais importante ¢ a aeragao. Sem a pre-
senga de oxigénio a atividade ndo ocorre.

Uma vez no solo, o nitrato pode ser absorvido pelas plantas,
imobilizado pelos microrganismos, desnitrificado ou lixiviado.

Como as particulas do solo apresentam cargas negativas, o ni-
trato permanece na solugdo do solo, ao contrario do amonio, que
¢ atraido pelas cargas negativas. Assim sendo, qualquer excesso
de agua no solo carrega o nitrogénio (lixivia). Caso o nitrogénio
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permaneca nessa forma, ele vai surgir nas fontes, lagos e lagoas
podendo ocasionar a eutrofizacio desses ambientes.

10.3.3 Desnitrificacao

Consiste na transformagdo do nitrato a nitrogénio elementar
que retorna a atmosfera fechando o ciclo.

2NO, +CH 0, —> 6C0,+6HO+ N,
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Esta atividade ¢ realizada por bactérias anaerdbias ou facultativas
que utilizam o nitrato como fonte receptora de elétrons na respi-
racao anaerdbia. Isso representa uma perda de nitrogénio para os
organismos. Ambientes com suprimentos de compostos organicos
e ma drenagem (condigao de anaerobiose) sao propicios a esta ativi-
dade. Desta forma, o uso de adubos nitricos em sistemas de produ-
¢do agricola, como em lavouras de arroz irrigado, é contra indicado,
pois as plantas ndo tém condi¢des de competir com a microbiota
pelo nitrato, resultando em baixo aproveitamento do adubo.

10.3.4 Imobilizacao

Consiste na absor¢ao do nitrato ou aménio pelos microrganis-
mos para constitui¢do de seu protoplasma. Isso ocorre quando ¢é
adicionado ao solo um substrato organico pobre em nitrogénio.
Os microrganismos ao metabolizarem o composto incorporam
carbono as suas estruturas. Algumas moléculas incorporadas con-
tém nitrogénio como, por exemplo, os aminoacidos. Se o residuo
decomposto apresenta pouco ou nenhum nitrogénio os microrga-
nismos vao competir com as plantas pelo nitrogénio disponivel no
solo. A relagao de carbono e nitrogénio nos microrganismos esta
em torno de 10:1 (relagdo C:N = 10:1), assim, para cada dez molé-
culas de carbono incorporada, héd a necessidade da incorporacao
de uma molécula de nitrogénio. Supondo que seja incorporado ao
solo um residuo com uma relagdo C:N de 90:1, que esse residuo
possa ser prontamente metabolizado e que a taxa de assimilagdo
de carbono seja de um ter¢o do metabolizado, o que vai ocorrer?
Se o residuo é prontamente metabolizado, 30 moléculas de carbono
poderdo ser incorporadas ao protoplasma bacteriano. Mas para isso
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terdo de ser incorporadas 3 moléculas de nitrogénio. No entanto, o
residuo apresenta somente uma e os microrganismos terdao de reti-
rar do ambiente (solo) as outras duas moléculas (imobilizacdo).

Podem ocorrer situagdes em que nao ha nitrogénio no meio.
Nessa condi¢do, a decomposi¢ao do residuo sera lenta, pois o
nitrogénio deverd circular entre os microrganismos e através de
ciclos continuos havera a liberagdo de carbono. Nesse caso, sd
poderiam ser metabolizadas 30 moléculas de carbono, sendo 10
incorporadas e 20 liberadas como CO,. Nesse ciclo a relagio C:N
seria reduzida para 70:1. Supondo que uma parcela equivalente
de carbono incorporado aos microrganismos fosse metabolizada
(ap6s morte ou preda¢ao), novamente o ciclo se repetiria e mais
20 moléculas de carbono seriam liberadas reduzindo a relacao
C:N para 50:1. Um novo ciclo ocorre e a relagao sera de 30:1 e
em seguida 10:1. Nesta ultima condicao, apenas 3,3 moléculas de
carbono serao incorporadas, necessitando de 0,33 moléculas de
nitrogénio, havendo uma sobra de 0,67 moléculas de nitrogénio.
Nesta fase ja esta sobrando nitrogénio, ele é liberado para o solo
(ambiente), portanto esta ocorrendo mineralizagao.

Esta claro que no ambiente a ciclagem do nitrogénio é conti-
nua, nao ocorrendo da forma como foi descrita, mas ela é uma
maneira pratica de entender-se o processo e demonstrar que
residuo com relagoes C:N superiores a 30:1 podem ocasionar a
imobiliza¢do, trazendo problemas para os vegetais, ao passo que
relagdes inferiores a 30:1 favorecem a mineralizagao, disponibili-
zando amonio para o meio. Isso também demonstra que no tra-
tamento de residuos (lixo, esgoto ou outro composto organico)
a adequacgdo da relagdo C:N pela adi¢ao de fontes de nitrogé-
nio prontamente utilizaveis (adubos) pode em muito favorecer o
processo, diminuindo o tempo de retengao.

10.3.5 Fixacao de nitrogénio

O nitrogénio gasoso (N,) pode combinar-se com o oxigénio e hi-
drogénio formando compostos que sao utilizados pelos organismos.
Na fixa¢do quimica as reagdes ocorrem pela energia fornecida por
descargas elétricas (relampagos) e os compostos sdo depositados
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nos ambientes através das precipitacdes. A fixagdo industrial exige
alta demanda de energia das mais variadas fontes (hidraulica, car-
vao, petroleo) para obtencao de temperatura e pressao elevadas para
romper a tripla ligacdo e obtengdo dos compostos nitrogenados. As-
sim, os fertilizantes sdo caros e seu valor fica atrelado a demanda
mundial de energia com flutua¢des abruptas em curtos periodos.

A fixagao biologica ¢ realizada por microrganismos procarioti-
cos (bactérias), pois sdo os Uinicos que possuem a enzima nitroge-
nase, capaz de utilizar o nitrogénio atmosférico (N,), produzindo
aminas que serdo incorporadas aos acidos organicos dando ori-
gem aos aminodcidos. Utilizam a energia contida em compostos
organicos em decomposi¢do, ou de produtos da fotossintese quan-
do em associagdo com plantas. Assim, é valido afirmar que para
as planta e animais, incluindo os humanos, a proteina que hoje
ostentam ja foi um dia proteina bacteriana. Desta forma, a exube-
rancia de vida no planeta passa por esse processo.

A fixagao bioldgica constitui a forma mais barata, natural e susten-
tavel de suprimento de nitrogénio para o ambiente e culturas. Exis-
tem varios grupos de microrganismos capazes de realizar a fixacao.
O conhecimento desses sistemas ¢ de suma importancia ecologica
e econdmica na producdo e produtividade dos sistemas bioldgicos.

A fixagdo pode ocorrer de forma assimbiética, quando ¢é rea-
lizada por microrganismos de vida livre como, as bactérias dos
géneros Bacillus, Clostridium, Azotobacter, Beijerinckia e ciano-
bactérias. Bacillus, Clostridium, Azotobacter e Beijerinckia, sao or-
ganismos saprégenos habitantes do solo. As cianobactérias, como
as dos géneros Anabaena e Nostoc sao organismos fotoautotroficos
presentes na agua e solos umidos. As quantidades fixadas sdo para
atender suas demandas metabdlicas. Isso ndo quer dizer que nao
contribuam para outros organismos. Com a sua morte ou preda-
¢d0 o nitrogénio fixado circula entre os organismos e pode ser mi-
neralizado e disponibilizado para as plantas. Esse tipo de fixacao
ficou relegada a um segundo plano e pouco se acreditava na sua
contribui¢do no suprimento de N para o ambiente. Isso ocorreu,
em parte, devido a pouca pesquisa existente nos paises de clima
tropical e subtropical. A maioria das pesquisas nesta area foi ini-
cialmente realizada em paises de clima temperado e frio, em que
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houve mais énfase a sistemas de fixagdo simbioticos, pois as condi-
¢oes de clima limitariam a fixagdo assimbidtica. Com o avanc¢o da
pesquisa em paises de clima mais quente percebeu-se a importin-
cia deste sistema, levando-se em conta que as quantidades fixadas
variam de 100 a 700 kg de N/ha/ano.

As cianobactérias tém despertado a aten¢do para uso em am-
bientes alagados como as lavouras de arroz irrigado. No entanto,
a suscetibilidade destes organismos a metais, como, por exemplo,
cobre e zinco, utilizados nos defensivos agricolas, tem limitado a
sua utilizacao.

Diversas bactérias fixadoras podem estabelecer associagdes com
diferentes graus de integra¢ao com outros organismos.

As cianobactérias além de fixarem em vida livre podem realizar
simbioses com plantas. Nostoc coloniza raizes modificadas (coro-
loides) de plantas da familia Cycadaceae e glandulas localizadas no
caule de plantas do género Gunnera. Anabaena azollae coloniza a
cavidade da folha de uma planta aquatica (Pteridofita) conhecida
como azola. Devido as altas taxas de crescimento e ao nitrogénio
fixado, esta associacao tem despertado o interesse na utilizacdo em
cultivos em solos alagados como na cultura do arroz, além da sua
utilizagdo na alimentagdo de peixes e animais domésticos.

Fixadores de nitrogénio podem ser estimulados na rizosfera de
plantas constituindo associa¢des frouxas ou especificas como a do
Azotobacter paspali com Paspalum notatum. Os Azospirillum spp. tém
sido isolados da rizosfera e de raizes esterilizadas externamente de
gramineas (forrageiras, milho, sorgo, trigo e arroz) e Herbaspirillum
seropedicae e Acetobacter diazotrophicus, da cana de agtcar.

A fixagao bioldgica em gramineas foi descoberta por uma cien-
tista brasileira, a doutora Johanna Ddbereiner. Ao observar os jar-
dins do seu local de trabalho verificou que a grama era constan-
temente cortada e removida e o gramado permanecia exuberante
sem nunca ter recebido qualquer forma de adubagdo. De onde es-
tava vindo o nitrogénio para aquele crescimento? Resolveu, entdo,
submeter as raizes das gramineas a técnica de redugdo de aceti-
leno, detectando a fixagdo de nitrogénio. O isolamento, a selecao
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e a produgdo de inoculantes, contendo esses microrganismos em
cultivos de gramineas, podem tornar-se técnicas muito importan-
tes. Considerando-se a area de cultivo de cereais no mundo, qual-
quer ganho na fixagdo de nitrogénio em gramineas pode gerar um
grande impacto econdmico e ecologico.

A simbiose com formac¢ao de nodulos é caracteristica da associa-
¢do entre rizobio e leguminosas (Figura 10.3) ou Parasponia, mas
também ocorre com espécies vegetais como a Casuarina e Alnus,
com bactérias do género Franquia, uma actinomicetales.

O termo rizébio refere-se a uma bactéria Gram negativa que par-
ticipa da associagdo. No inicio todas as bactérias que induziam a
formacdo de nodulos em leguminosas foram incluidas no género
Rhizobium. Assim, R. phaseoli nodulava com feijoeiro, R. japonicum
com soja e R. leguminosarum com ervilha. Com um maior conhe-
cimento de fisiologia e, mais tarde, com o sequenciamento genético,
verificou-se que haviam grandes diferengas entre estas espécies e o
género foi dividido. Bactérias que nodulam com feijoeiro e ervilha,
por exemplo, sdo R. leguminosarum com biovariedades phaseoli e
viceae. As que nodulam com soja Bradyrhizobium japonicum e as que
produzem noédulos no caule de Sesbania, Azorhizobium caulinodans.
Pode-se perceber que existe uma especificidade bastante defini-
da entre o microssimbionte e as plantas. Podem existir casos em
que um isolado de uma espécie de rizobio nodule com uma deter-
minada variedade e ndo nodule com outra variedade da mesma
espécie vegetal. No entanto, algumas espécies de rizébio sao bas-
tante promiscuas, ou seja, nodulam com varias espécies. Estes sao
principalmente rizébios de origem tropical como os do grupo caupi
(Bradyrhizobium spp.) que nodulam com siratro, amendoim e Leucena.

As quantidades fixadas variam com a espécie, isolado (estirpe),
planta, variedade de planta e condig¢des de solo. No cultivo de soja
a quantidade fixada varia de 60 a 180 kg de N, no feijoeiro de 3 a
110 kg de N e em Leucena ate 600 kg de N ha-1lano-1 ou ciclo-1.
Portanto, esses organismos apresentam potencial biotecnoldgico
para ser utilizados como inoculantes, suprindo as necessidades de
nitrogénio da planta, evitando-se o uso de fertilizantes industriais.
O suprimento pode ser direto na cultura ou indiretamente através
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do cultivo de uma planta como a Leucena que pode ser incorporada
ao solo e ira disponibilizar, pela mineralizagao, o nitrogénio para
outras culturas, num processo conhecido como adubacao verde.

O processo de nodula¢do inicia-se pela atra¢do (quimotaxia)
e estimulo rizosférico da planta sobre os rizdbios existentes no
solo (naturais ou introduzidos pela inoculagdo das sementes). O
microrganismo se liga ao sistema radicular, particularmente nos
pelos radiculares, através de um processo de reconhecimento pro-
movido pelas estruturas externas das plantas e do microssimbion-
te. Ocorre entdo a multiplicagao do microrganismo e a excre¢do de
hormonios que levam ao dobramento de pelos radiculares, como
que englobando os microrganismos. Em seguida, ha a formagao de
um corddo infeccioso que penetra no tecido radicular depositan-
do os rizébios no interior das células vegetais. As células vegetais
sao estimuladas a aumentarem de tamanho e numero formando o
noédulo. No interior do nédulo as bactérias estdo dispostas dentro
de envelopes em forma alterada, lembrando letras como x, y, de-
nominadas de bacteroides.

A fixagao ocorre pela permeabilizagdo do nitrogénio, através do
solo e do nédulo. Como o rizébio é aerébio e a enzima nitrogenase
¢ suscetivel ao oxigénio, ha a necessidade da presenca de leghemo-
globina, substincia que transporta o oxigénio para os bacteroides
a exemplo da hemoglobina nos animais. Assim, para verificarmos
se um nddulo esta fixando, basta partirmos e observarmos a colo-
ragdo avermelhada no seu interior.

A ocorréncia de um grande numero de espécies de legumino-
sa com interesse econdmico na produgdo de graos utilizados na
alimentacao humana e de animais domésticos, na produgao de
madeira e mesmo na recuperagao de areas degradadas ou conta-
minadas, tem motivado os microbiologistas no desenvolvimen-
to de inoculantes eficientes no suprimento de N. Esse trabalho
inicia-se com o isolamento dos microrganismos e processos de
selecdo e finaliza com a multiplica¢do e produ¢do de inoculantes
que sdo postos a disposi¢do dos produtores.



Microbiologia

10.4 Ciclo do Enxofre

O enxofre apresenta um ciclo semelhante ao do nitrogénio, in-
cluindo mineraliza¢do, oxidagao, reducao e imobilizagao.

O enxofre presente nos compostos organicos na forma de ami-
nodcidos (cistina e metionina) e vitaminas (biotina e tiamina) é
mineralizado e liberado na forma de sulfato (SO,?) em condigdes
de aerobiose e sulfeto (H,S) em anaerobiose. Em condi¢des de
anaerobiose pode ocorrer também a liberagdo de produtos de mau
cheiro como metil e dimetilmercaptanas.

O enxofre pode apresentar-se no ambiente em diferentes esta-
gios de oxidagdo, da forma mais reduzida (?), o H,S, até a mais
oxidada (*°), 0 SO,~.

Participam do processo de oxidagdo bactérias quimiolitotréfi-
cas, quimioheterotréficas e fotoautotrdficas. Bactérias como o
Thiobacillus thiooxidans oxidam o enxofre elementar produzindo
acido sulfurico conforme a reagio:

$°+1,50,+H,0 — 2H,SO, —> 2H" +250,?

Essa reagao pode ser de utilidade no controle de patdgenos, na
recuperacdo de solos alcalinos e na solubiliza¢ao de minerais. Do-
engas como a sarna da batata, causada por Streptomyces scabies,
podem ser controladas pela diminui¢do do pH do solo ocasionada
pela adicdo de enxofre. Solos extremamente alcalinos, apresentam
problemas na disponibilidade de nutrientes, podem ter o pH redu-
zido favorecendo a nutrigdo e o crescimento das plantas. Minerais
como as apatitas podem ser dissolvidos por acidos, liberando o
fosforo em formas assimilaveis pelas plantas.

Bactérias fototroficas anoxigénicas também pode reduzir H.Sa S:

C0,+2H,S—CHO+H,0+25S

Em condi¢des de anaerobiose, bactérias como o Desulfovibrio
desulfuricans podem utilizar compostos de enxofre como receptor
de elétrons reduzindo o enxofre.
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HSO,+8H*—> HS+4H0

Os microrganismos podem também imobilizar o enxofre exis-
tente no solo competindo com as plantas. Normalmente isso nao
¢ tdo limitante quanto para o nitrogénio, uma vez que sé ocorre
quando a rela¢ao C:S no residuo organico ¢ superior a 50:1.

10.5 Ciclo do Fésforo

Embora muitos pesquisadores considerem o N o fator mais li-
mitante a produtividade biologica dos ambientes, isso deve ser cre-
ditado ao fdsforo, uma vez que para o nitrogénio sempre existe a
possibilidade do suprimento via fixagdo bioldgica. Ja para o fésforo
isso ndo existe. A fonte primaria de fosforo sdo os minerais como
as apatitas, que ao serem dissolvidas disponibilizam o elemento
para o solo onde pode ser utilizado pelas plantas. A partir dai ha
uma constante perda, pois apesar de ocorrer uma ciclagem no solo
através dos processos de mineralizagdo, solubilizacao, imobilizacao
e reagdes de oxi-redugdo, ele é lentamente lixiviado para o lengol
freatico, com destino final os oceanos, onde é precipitado nos se-
dimentos marinhos. Assim, na realidade nao temos um ciclo e sim
uma linha reta, pois as quantidades retiradas dos oceanos através
da pesca ou pelo consumo de peixes pelas aves sdo pequenas.

O fésforo contido nos residuos organicos (fitina, acidos nucleicos
e fosfolipideos) sao mineralizados pela agao de enzimas extracelu-
lares denominadas de fosfatases. As fosfatases desempenham im-
portante papel na ciclagem do P, uma vez que a maioria dos solos ¢
pobre no elemento e cerca de 50% do total esta na forma organica.

Problemas de imobiliza¢do de P normalmente ndo sdo observa-
dos nos solos, pois a relagao C:P a qual ocorre é superior a 300:1.

O fésforo inorganico no solo encontra-se principalmente na
forma de fosfatos de calcio, tais como os minerais primarios, as
apatitas (hidroxiapatita, fluorapatita e clorapatita) e fosfatos de fer-
ro e aluminio. Os primeiros sdo mais abundantes em solos neutros
e os ultimos em solos acidos. O fosfato presente nesses compostos
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pode ser disponibilizado para os organismos através da acdo de
acidos organicos (acético, lactico, citrico, oxalico) e inorganicos
(sulfurico e carbénico) produzidos pelos microrganismos.

Ca,0H(PO,)? + 4 H* —» 5 Ca*2 4 H,0 + 3 HPO, 2

Além do efeito acido, os acidos orgénicos podem disponibilizar o P
pela combinacio de seus radicais com os cations acompanhantes dos
fosfatos formando acetatos, lactatos, citratos, oxalatos de Ca, Fe e Al.

A redugdo de fosfato (H,PO,) a fosfina (H,P) s6 ocorre em con-
di¢coes extremas de reducao. Isso consiste em problemas no trata-
mento de dguas residuais, se o fésforo nao for removido sera acu-
mulado nos lagos, lagoas e rios, ocasionando eutrofizagao.

A microbiologia do folclore

A ocorréncia de fantasmas e o boitatd, no folclore brasileiro, tem uma ex-
plicacao na microbiologia do P. Imagine um cadaver em decomposicao em
condicdes anaerdbias em que propicie a producdo e acimulo de metano e
fosfina, quando esses gases sao liberados por fissuras no solo e entram em
contato com o ar, a fosfina que é inflamavel é oxidada, produzindo a queima
do metano produzindo assim “labaredas”. Explicagao semelhante se da pela
presenca de boitata em pantanos.

10.6 Ciclo do Potassio

Dos trés macronutrientes utilizados pelas plantas, o potassio é o
que apresenta menos problemas de fornecimento e, portanto, é o
que dispde de menos conhecimento quanto a participagdo dos mi-
crorganismos na sua ciclagem. Isso se deve em parte a riqueza natu-
ral dos solos no elemento devido aos materiais de origem, a mobili-
dade, as quantidades inexpressivas para a imobiliza¢do e ao fato de
estar sempre na forma de K*, dispensando reagdes de oxi-redugio.

Percentagem expressiva do K existente nos compostos orga-
nicos esta prontamente disponivel dispensando a mineralizagdo.
Uma simples lavagem retira a maior parte do K presente, uma vez
que geralmente ele faz parte do balanco idnico das células e dificil-
mente faz parte de compostos organicos. Além disso, diversos or-
ganismos como Bacillus siliceus e Aspergillus niger sdo capazes de
utilizar e disponibilizar o K existente em minerais como as micas.
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Resumo

A quantidade de nutrientes presentes no planeta ¢ limitada, tor-
nado necessario a ciclagem para a continuidade da vida. Os pro-
blemas ambientais enfrentados pela nossa sociedade e que afetam
diretamente a vida como a conhecemos estao relacionados ao fun-
cionamento dos ciclos. O conhecimento destes fendmenos permi-
tira a escolha de procedimentos que visem eliminar as falhas nos
sistemas. O carbono fixado pelos organismos produtores, para
constituir os diferentes componentes organicos, circula entre os or-
ganismos. Mas os residuos que ndo sdo utilizados necessitam ser
degradados e liberados novamente para utiliza¢ao pelos produto-
res. Nisso os microrganismos sdo especialistas, sendo responsaveis
por cerca de 90% do carbono liberado. O nitrogénio, embora abun-
dante na atmosfera, é pouco disponivel para os organismos. Apenas
um grupo seleto de procariotos é capaz de realizar a fixagdo tornan-
do-o disponivel. Devido a sua essencialidade, é importante que o
nitrogénio circule pelos sistemas através de processos como a mi-
neralizacao, nitrificacdo e imobiliza¢io, evitando perdas. No entan-
to, em determinadas circunstancias se faz necessario o seu retorno
a atmosfera através do processo de desnitrificacdo. A participacao
dos microrganismos nos ciclos do enxofre e do fosforo ¢ intensa e
constitui em alternativa para a solu¢do de problemas ambientais.
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Patogenicidade

Neste capitulo serd abordado o conceito de patogenici-
dade e as etapas do desenvolvimento da doenga.







Patogenicidade [RWE]

11.1 Introducao

Ao longo da histdria, as doengas foram atribuidas a diferentes
causas. No inicio, elas eram supersti¢cdes primitivas tidas como cas-
tigo dos deuses ou provocadas por demonios. Mais tarde, estabele-
ceu-se o conceito humoral de que a saude dependia do equilibrio
entre sangue, catarro, bile amarela, e bile negra e o desequilibrio
provocava a doenca. Assim, as vezes para se restabelecer o equili-
brio, os individuos eram submetidos a sangria. Por fim, surgiu o ra-
ciocinio cientifico em que se verificara através de Robert Koch que
0s microrganismos eram responsaveis por determinadas doengas.

Patogenicidade ¢ a capacidade que o microrganismo tem de
provocar doencas, que sdo alteragdes anatdmicas ou fisioldgicas
nos hospedeiros. Ela ¢ medida pela viruléncia (grau de patogeni-
cidade). A viruléncia ¢é influenciada pelas caracteristicas dos mi-
crorganismos, do hospedeiro e pelas condigdes ambientais. Pneu-
mococos capsulados sdo virulentos, acapsulados nao. O homem
é susceptivel aos gonococos, os animais inferiores sao resistentes.
Existem microrganismos que, em condi¢des normais, ndo sao pa-
togénicos, mas com a diminuigao da resisténcia do hospedeiro po-
dem trazer problemas, como no caso das relagdes entre o uso de
drogas imunossupressoras e a biota normal do homem.

Na maioria dos casos a patogenicidade nao esta relacionada
a um unico produto e as bases bioquimicas ou moleculares sao
dificeis de serem identificadas. Isso porque a viruléncia ndo de-
pende apenas do patdgeno, mas também do hospedeiro, logo sua
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expressdo depende de certas condi¢des ambientais, tais como nu-
trientes, O, etc. No caso da brucelose em humanos, o crescimento
do microrganismo na placenta ¢ moderado, mas em vacas, cabras,
ovelhas e suinos, devido a presenca de eritritol, o crescimento é
abundante, levando ao aborto.

11.2 Etapas do desenvolvimento da doenca

Para que um microrganismo seja capaz de provocar uma doen-
¢a é necessario o cumprimento de etapas:

a) Infectar as superficies do hospedeiro (pele e mucosas);
b) Penetrar no organismo;

¢) Multiplicar-se;

d) Interferir com os mecanismos de defesa;

e) Causar danos.

As etapas podem nao ocorrer nessa mesma sequéncia e algumas
podem ser suprimidas. Os microrganismos podem ser introduzi-
dos por picadas ou mordidas. Alguns vao direto aos danos, como
no caso do botulismo, em que o microrganismo se multiplica e
produz a toxina fora do organismo e a doenga s6 se manifesta com
a ingestao do alimento contaminado.

O contato é o primeiro quesito da invasdo. Geralmente é ca-
sual, o microrganismo chega normalmente em pequeno numero
e pode ser eliminado por varios mecanismos de resisténcia do
hospedeiro tais como: mucosidades, células ciliadas, barreiras
fisicas, substancias antimicrobianas, fagocitose, etc. Existe, por-
tanto, a necessidade imediata de se aderir as superficies por meio
de adesinas (pili, glicocalice) para evitar a remogao. Eles necessi-
tam, ainda, sobreviver a competicao com a microbiota presente
nas superficies. Muitos processos de sobrevivéncia e penetracao
nao sdo bem compreendidos.

Uma vez no tecido, os microrganismos devem crescer, multi-
plicando-se na lesao local ou disseminando-se pelos organismos
pelas vias: linfatica e hematica. Para progredir devem vencer os
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sistemas de defesa dos hospedeiros. No inicio da infecgdo os me-
canismos de defesa sdo inespecificos, caso haja uma derrubada
dessas defesas, ha em alguns dias uma resposta imunolégica.

Os microrganismos podem interferir nos mecanismos de defe-
sa do hospedeiro através da producdo de capsula, leucocidinas e
agressinas.

A capsula protege contra a fagocitose, mas ainda nao se sabe
como. Os fagdcitos ndo conseguem ingerir os microrganismos
capsulados, exceto se existir um anticorpo ligado a ele, caso con-
trario, a bactéria fica escorregadia.

Algumas bactérias, além de serem resistentes a fagocitose, tam-
bém destroem os leucdcitos pela producao de leucocidinas. Sao
bactérias denominadas de piogénicas (produzem pus).

Os microrganismos além de resistirem as defesas dos organis-
mos podem ainda produzir agressinas, substancias que favorecem
a invasdo. A produc¢do de hialuronidase (enzima que hidrolisa o
acido hialurdnico) e colagense (hidrolisa o colageno) promove a
dissolugao dos constituintes do tecido conjuntivo, facilitando a
disseminagao dos microrganismos. A coagulase precipita o san-
gue recobrindo as células microbianas (estafilococos) com fibri-
na, protegendo-as da fagocitose. Lecitinase decompde a lecitina
(substancia cimentadora de membranas celulares e mitocondrias).
Hemolisinas lisam os eritrécitos liberando a hemoglobina.

As plantas ndo possuem os sofisticados sistemas de defesa dos
animais como a fagocitose e os anticorpos. Suas principais defe-
sas estdo relacionadas a barreiras mecanicas, a substancias antimi-
crobianas (6leos e antibidticos) e ao baixo pH do suco celular. A
principal barreira é o cimento intercelular, pectina e protopectina.
Muitos patdgenos vegetais produzem enzimas (pectinases) que
dissolvem esses constituintes e permitem a invasao dos tecidos.
Algumas plantas podem reagir formando pectina. O progresso da
doenca vai depender da capacidade dos microrganismos de pro-
duzir as enzimas e o organismo de produzir pectinas. Outro meca-
nismo pode ser a producio de substancias inibidoras de pectinases.

Finalmente, para provocar a doenga o microrganismo deve
produzir substancias (toxinas ou desencadeamento de reagdes
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imunologicas) que prejudiquem o hospedeiro. As toxinas podem
ser de dois tipos: as exotoxinas e as endotoxinas.

As exotoxinas sdo proteinas cuja agdo tdxica se da devido a
configuragdo espacial dos aminoacidos. Estes arranjos podem
ser alterados de forma a produzir toxoides, que sdo atdxicos, e
protegem os individuos suscetiveis. Sdo soluveis e eliminadas pe-
las células produtoras no ambiente (Botulismo em conservas) ou
na corrente circulatéria (difteria e tétano). Sdo termossensiveis e
inativadas por acidos.

Os microrganismos que possuem altas propriedades toxigéni-
cas tém baixo poder invasor. O Clostridium tetani nao tem capaci-
dade para invadir ou crescer em tecidos sadios, no entanto, quan-
do introduzido em tecidos lesionados ou mortos, na auséncia de
oxigénio, produzem toxinas que provocam contragdes musculares
e até a rigidez das mandibulas. O C. botulinum raramente inva-
de tecidos vivos ou mortos, mas em conservas (carnes e vegetais)
produzem toxinas que quando ingeridas levam até a morte.

Os mecanismos de a¢do de muitas exotoxinas ainda nao sao co-
nhecidos. No entanto, alguns ja foram identificados:
a) Inibicdo da respiragdo das mitocondrias;

b) Agdo enzimatica, com a digestao de componentes celulares. Le-
citinases decompdem a lecitina que é um lipideo que forma a
substancia cimentadora de membranas celulares e membranas
das mitocondrias;

Toxina Botulinica

Embora as toxinas provoquem danos nas células elas
podem possuir outras aplicagdes. Como por exemplo,
a toxina botulinica é uma proteina de origem bioldgica,
comercializada e conhecida pelo nome de BOTOX®, que
tem mudado a vida de pacientes com disturbios neu-
rologicos e é agora considerada uma grande aliada no
tratamento de reabilitacao, embora seus beneficios ja
tenham sido comprovados ha anos no campo da estéti-
ca. A diferenca entre o toxico e o terapéutico esta na
dose. Uma vez no organismo humano, essa toxina vai
apresentar basicamente duas a¢des distintas, porém,

que se complementam. Ela vai ligar-se aos receptores
terminais encontrados nos nervos motores, gerando
um bloqueio na condugao neuromuscular e, entrar nos
terminais nervosos e inibir a liberagcdo da acetilcolina.
Dessa forma, quando injetada por via intramuscular,
em doses terapéuticas, ela produz uma paralisia mus-
cular localizada por denervacao quimica temporaria.
A denervacao quimica produz uma atrofia do musculo
mas, posteriormente, o musculo acaba desenvolvendo
novos receptores extrajuncionais para a acetilcolina e a
debilidade que se instalara acaba se revertendo.
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¢) Inibi¢do da sintese proteica;
d) Perda de fluido intestinal;
e) Lise de células;

f) Efeitos Vasculares;

g) Neurotoxinas: sdo toxinas que atuam sobre o sistema nervoso,
interferindo nos mecanismos pelos quais os nervos transmitem
os estimulos aos musculos. A toxina botulinica é mais tdxica
do que a tetinica. A primeira provoca a paralisia dos musculos
respiratdrios e a segunda, contragdes continuas dos musculos.

As exotoxinas dos patdgenos de plantas podem provocar:

a) Morte celular pela desagregacdo das células promovidas pelas
pectinases ou interferindo com o metabolismo da metionina
provocado pelo acido b- hidroxidiamino pimélico;

b) Murchamento pelo bloqueio mecanico do transporte de agua
por substancia viscosa como a pectina degradada ou polissa-
carideos degradados por pectinases e carboidrases excretadas
pelos microrganismos;

c) Crescimento andmalo provocado por substancias difusiveis
como etileno e acido indol acético que provocam epinastia
(crescimento excessivo de um lado do tecido).

As endotoxinas sdo lipopolissacarideos proteicos encontrados
nas paredes de muitas bactérias Gram negativas, que sao libera-
das das células quando estas se desintegram. Sdo menos toxicas
que as exotoxinas e ndo formam toxoides. Sdo altamente pirogé-
nicas (produzem febre), algumas inibem a fagocitose e outras sao
agentes inflamatorios produzindo permeabilidade capilar e injuria
celular. A temperatura do corpo humano é controlada pelo centro
nervoso e inimeras substancias podem interferir nestes mecanis-
mos reguladores e produzir febre.

Os danos no organismo também podem ser produzidos por me-
canismos imunopatolégicos, quando numa infec¢do primaria ou o
inicio de uma cronica, os microrganismos podem estimular uma
resposta imunoldgica. Ocorrendo uma infecgao subsequente, pode-
ra haver uma interacdo da mesma com a resposta imunologica que
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acarretara danos aos tecidos. Um exemplo é a hipersensibilidade
provocada pela liberagdo de histaminas e outras substdncias vaso
dilatadoras podendo provocar a morte instantanea.

Resumo

A capacidade dos microrganismos em provocarem doengas de-
pende do tipo de microrganismos e do hospedeiro e das condigdes
ambientais. Para um microrganismo provocar uma doenca ele tem
que ser capaz de entrar em contato, penetrar, multiplicar-se, inter-
ferir com os mecanismos de defesa e causar danos no hospedeiro.
Nem todas as etapas sdo essenciais. Um microrganismo pode ser
introduzido por uma picada ou corte e outros podem apenas pro-
vocar danos externos.
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Controle de microrganismos

Neste capitulo serdo estudados os fatores que afetam os mi-
crorganismos e os agentes fisicos e quimicos do seu controle.
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12.1 Introducao

Como vocé sabe 0os microrganismos existem praticamente em
todos os ambientes terrestres. Apenas para termos uma ideia, en-
quanto essa frase é lida, ha uma infinidade de bactérias atuando
no nosso processo de digestao. Ha uma vasta populacgao de fungos,
para citar outro exemplo, vivendo na superficie de nossa pele e até
dentro de nossos olhos. Nesse ultimo caso, curiosamente, esse nu-
mero podia ser bem maior se ndo fossem as substincias quimicas
das lagrimas que os controlam.

Outro conceito que ja foi estudado na introducéo de nossa disci-
plina é que vida vem apenas de vida, ndo fazendo sentido as ideias
de geracdo espontanea ha muito defendidas e derrubadas pelo bri-
lhante cientista francés Pasteur. Dessa forma, quem pretende estu-
dar microbiologia, isolando alguns fatores em laboratdrio, precisa
aprender a controlar os microrganismos. Caso contrario, o efeito
que se investiga fica ainda mais dificil de entender se varios tipos
de organismos estiverem presentes.

Outra importancia em se controlar microrganismos esta no en-
tendimento das formas de eliminar microrganismos que causam
doengas nos seres vivos. Quem ¢ que ja ndo ficou preocupado com
algumas epidemias que assolam, de vez em quando, a humanida-
de? Recentemente, a gripe que veio dos suinos, por exemplo, foi
destaque na midia do mundo todo e muita gente acabou compran-
do mascaras para evitar o contagio. Vocé pensou em usar uma?
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Na industria de alimentos, que também utiliza microrganismos
para produzir comida, o controle de células é muito importante
para evitar a proliferagdo de organismos indesejaveis no processo.
Além de poderem atrapalhar, os microrganismos podem produzir
toxinas que sdo muito maléficas para muitas pessoas. Como fazer,
entdo, para controlar os microrganismos no meio ambiente e nes-
ses locais? Quais os agentes que os inibem?

Antes, porém, de entrarmos nos agentes fisicos ¢ importan-
te definir alguns conceitos fundamentais e que muita gente faz
confusdo em termos de controle de microrganismos. Lembrando
que a palavra controle se refere a redu¢do de microrganismos,
podendo-se eliminar ou inibir o crescimento de células numa
dada situa¢do ou material.

12.2 Fatores que afetam os microrganismos

Em linhas gerais, visando o controle de microrganismos, ha cin-
co fatores que vao definir o sucesso ou fracasso dessas medidas.
Trés sao ligados aos microrganismos em si e dois sobre o agente
que esta atuando.

Os trés primeiros ligados aos microrganismos sao:

1. O tamanho da popula¢ao de microrganismos. Obviamente,
quanto maior for o numero de células iniciais, com potencial
de patogenicidade, por exemplo, maior sera a chance deles de
causar doenga e, talvez, menor o controle;

2. Caracteristicas dos microrganismos. Quem sdo eles? Estdo
em culturas isoladas ou misturados com outras espécies? De
que forma eles estao no meio? Forma esporulada?

3. Natureza do material que os contém. Se for um leite, por
exemplo, que tipo de leite é? Leite liquido tipo A, B ou C? Leite
em p6 ou condensado?

E os dois ligados aos agentes de controle:

4. Intensidade ou concentracio do fator atuante. Se for calor,
por exemplo, qual a temperatura? Se for uma substancia qui-
mica, qual a concentragio e forma do produto?
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5. Tempo de exposi¢do do agente microbiano. Quanto tempo
fica a alta temperatura atuando no processo? Ou quanto tem-
po fica o produto quimico em contato com o material que se
quer controlar?

Basicamente, ha trés grandes formas de se controlar microrga-
nismos: os métodos fisicos, os métodos quimicos e os métodos
bioldgicos. Neste capitulo, discutiremos sobre os agentes fisicos,
primeiramente, e, depois os agentes quimicos.

12.3 Agentes fisicos

Os principais agentes fisicos utilizados no controle de microrga-
nismos em microbiologia sdo: calor (seco e imido), frio, filtragao,
dessecagdo, pressao osmotica e radiacao.

Calor

A forma mais usual de destruir células microbianas nas indus-
trias e nos hospitais é o calor. Vale lembrar que todo ser vivo tem
uma temperatura dtima de crescimento, a partir da qual ele reduz
0 crescimento com o aumento da temperatura, antes da morte em
si. Vocé deve concordar comigo que, evidentemente, uma bactéria
que vive no Alasca, por exemplo, uma temperatura média 6tima
maior do que outra célula microbiana vivendo na Amazonia. Fora
essa questao Obvia e geografica, ha também diferencas genéticas
entre espécies do mesmo ecossistema, e até mesmo dentro do mes-
mo género. O calor pode ser umido ou seco e ha varios tipos de
métodos de calor, que discutiremos a seguir.

Calor seco

O calor seco pode ser a propria chama, utilizada para esterilizar
as alcas de inoculagdo em laboratérios de microbiologia, com o
auxilio do bico de Bunsen. A incineragdo, com temperaturas de
centenas de graus Celsius, ¢ feita por empresas especializadas no
manuseio de certos tipos de materiais contaminantes, incluindo
o lixo de clinicas e hospitais, acondicionados em sacos plasticos
resistentes e brancos para diferenciar de outros tipos.
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Outra forma de calor seco é o emprego de fornos ou estufas para
destruir microrganismos em certas vidrarias ndo volumétricas,

como placas de Petri, bastoes de vidro e béqueres. O tempo de
exposicao normalmente é de duas horas, com uma temperatura de
160-180°C. Esse método ¢é bastante usado em consultérios odon-
tologicos e deveria ser também mais empregado por pessoas que
trabalham em saldes de beleza, pelo potencial de contamina¢ao
dos instrumentos de trabalho para cortar cabelos e unhas.

Calor umido

O calor umido pode ser feito com fervura e no vapor, também
com o uso de autoclave, que é em linhas gerais uma panela de pres-
sao maior. A fervura da agua é bastante usada em meios rurais,
mas nao é um método totalmente seguro porque existem bacté-
rias, Clostridium botulinum, por exemplo, que tem esporos que
podem resistir a agua fervente até dez minutos. Obviamente, isso
¢ uma excec¢do e a maioria das bactérias morre em temperaturas
bem menores e com menos tempo.

O vapor pode ser utilizado na industria para ajudar no cozi-
mento e, a0 mesmo tempo, controlar os microrganismos. Nesse
caso, podemos citar o exemplo do milho cozido no vapor e em po-
tes de doces ou de conservas, antes do fechamento das tampas. A
forma mais usada em laboratdrios de microbiologia, em industria
de alimentos e em ambientes hospitalares, ¢ a autoclave. O pro-
cesso de autoclave nada mais é do que o aquecimento da dagua em
condi¢des de pressao por um determinado tempo. Normalmente
a temperatura chega a 121° C, em um tempo que vai de 15 a 30
minutos, com uma pressao de 15 libras por polegada quadrada. O
material que sai, se for um meio de cultura por exemplo, é estéril
e pronto para ser usado. Varios materiais podem ser autoclavados,
como vidrarias, plésticos, panos e instrumentos cirurgicos. Se os
objetos forem sujos, apds a utilizagao com praticas de microbio-
logia, recomenda-se que o tempo de autoclave seja de, no mini-
mo, 30 minutos. Hoje em dia, hd diferentes formas de autoclave,
desde equipamentos grandes, computadorizados, bastante caros,
como os de menor porte, de bancada, de consultérios. E bastante
importante que a pessoa que vai trabalhar com autoclave siga as

e e o0 00

As vidrarias volumétricas sGo
descalibradas com o excesso
de calor.



Esterilizacao

é um processo de eliminacao
total de microrganismos,
incluindo as formas
esporuladas.
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normas de seguranca do laboratdrio para evitar acidentes. Outro
ponto fundamental é sempre observar se a manuteng¢do do apare-
lho esta em dia, com os mandmetros funcionando bem, e se a agua
foi colocada dentro do mesmo. Em alguns modelos, trabalhar de
forma seca causa a queima de resisténcia, ocasionando atrasos e
problemas ao laboratoério.

Pasteurizacao

Este processo é bastante utilizado na industria alimenticia e foi
dado em homenagem aos importantes trabalhos de Pasteur, na
Franga, no controle de microrganismos. Ha basicamente dois tipos
de pasteurizagdo: uma com temperatura de 72°C, por 15 segundos,
e outro com 63°C por 30 minutos. Bebidas alcoolicas, leite, sucos e
até mesmo ovos podem ser empregados no processo. Vale lembrar
que no caso do leite nem todos os microrganismos morrem, ja que
o objetivo geral da pasteurizagdo ¢ destruir os patégenos, sem afetar
muito a qualidade do produto. Bactérias benéficas como, por exem-
plo, as dos géneros Streptococcus e Lactobacillus, sao usadas na fa-
bricagdo de iogurte e queijo e sdo importantes para a satide humana.

Vale destacar que no caso do leite e em certos sucos existe outro
processo parecido e muito confundido pelas as pessoas: o UHT
(ultra high temperature), que ¢ um processo de esteriliza¢ao. Nesse
caso a temperatura empregada ¢ de 140-150°C, por 1-2 segundos.

Filtracao

E o processo que utiliza membranas filtrantes de vérios mate-
riais, como, por exemplo, o acetato de celulose que tem capacidade
de separar via bomba de vacuo os microrganismos da parte liquida,
de produtos sensiveis ao calor. Na andlise microbioldgica de agua
de coliformes sdo também usadas essas membranas no método da
MF, bastante empregado em paises desenvolvidos pela facilidade
de se obter esses materiais e o alto custo de mao de obra para lavar
vidrarias (muito comum no método alternativo dos tubos multi-
plos). O inconveniente de se utilizar o método das membranas é
quando a amostra de agua ¢é bastante suja e barrenta, o que causa
um entupimento da membrana de filtro.
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Frio

Normalmente o frio é mais usado para manter o produto apos
a destruicao pelo calor ou outro agente. Ha o frio de refrigeracao,
comum nas geladeiras domésticas e que tem cerca de 4°C, e o con-
gelamento, em grandes freezers de empresas que trabalham com
alimentos, que variam de 0°C a -20°C. Em ambos os casos, pode
haver a redugdo dos microrganismos, pela reducdo da atividade
deles, mas, normalmente, ndo sio métodos que matam todas as
células microbianas. Uma carne congelada, por exemplo, pode ter
varias espécies de bactérias que sao destruidas, mas algumas re-
sistentes permanecem e crescem quando as condi¢des ambientais
sdo favoraveis. Por essa razdo, ndo se deve comer alimentos que
ficaram descongelados ou congelar novamente carnes ou outros
produtos que ficaram fora da geladeira por um longo tempo. Po-
tencialmente, microrganismos patogénicos se proliferam rapida-
mente em condi¢des de temperatura ambiente.

Radiacao

Uma interessante e relativamente nova forma de controlar mi-
crorganismos ¢ a utilizagdo de radiagdo eletromagnética. Como
vocé ja estudou em fisica, quanto menor o comprimento de onda,
maior a energia (Figura 12.1.).
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Figura 12.1. Comprimentos de ondas. FONTE: Modificado de Tortora et al. (2000, p. 189).



Wilhelm Konrad Roentgen
descobriu os raios X e preferiu
ndo patentear qualquer
aparelho ou processo
relacionado com os raios

X, pois desejava que a
humanidade se beneficiasse
com sua descoberta.

Quando se fala em radia-
cdo, logo a gente pensa
nos microondas. Vale sa-
lientar que essas ondas
de microondas, aqueles
aparelhos  domésticos
para aquecer alimentos,
sao bem maiores e tem
pouco efeito no controle
de microrganismos. Nes-
Se processo, as microon-
das fazem com que as
moléculas de agua dos
alimentos vibrem, aque-
cendo 0s mesmos. Se
houver algum controle,
este sera pelo calor ao
longo do tempo.

Controle de microrganismos

Normalmente, as radiagdes de alta energia sao as que apresen-
tam potencial na destrui¢do de células bacterianas. As principais, e
que estao abaixo do comprimento de onda da luz visivel, sao: Ultra
Violeta (UV), Raios X e Raios Gama. Sendo que essas duas tltimas
sao chamadas de ionizantes e a primeira, UV, nao ionizante.

corresponde a dose de radia¢ao absorvida. Essa dose é expressa em
rad ou gray (1 Gy = 100 rad). Quanto mais dificil o microrganismo
para ser eliminado, como ¢ o caso de bactérias que formam espo-
ros, maior sera a energia necessaria. Um fungo, bolor ou levedura,
precisa de aproximadamente seis vezes menos radiagdo do que a
necessaria para destruir os esporos de Clostridium botulinum, uma
bactéria que causa intoxicac¢ao alimentar.

Aluz UV, que também tem na luz solar em menores doses, tem
o potencial de danificar o DNA das células causando mortes ou
danos para a reproducao do mesmo, levando as mutagoes bastante
discutidas recentemente. Lampadas UV sdo colocadas dentro de
camaras de fluxo laminar, usadas para inocular microrganismos,
em laboratdrios. Elas ficam acesas por um periodo antes dos tra-
balhos e depois, durante as inoculagdes, sao desligadas para nao
danificar a pele e olhos dos operadores. Outros locais onde se po-
dem ver essas luzes sdo salas assépticas e centros cirturgicos. No
entanto, sdo de baixa penetracdo e apresentam mais um efeito de-
sinfetante do que esterilizante.

As radiagdes ionizantes de maiores aplica¢des nas industrias de
produtos nas areas de saude e de alimentos para esterilizar micror-
ganismos sdo as de raios gama. Os dois radioisétopos mais em-
pregados sdo o 60Co e 137Cs. Vale realcar que esse método para
alimentos deve ser bastante estudado e controlado pelas empresas
e 6rgados governamentais para evitar que formas residuais preju-
diquem as pessoas que vao consumir esses produtos. Com certe-
za, como ja se verifica mundialmente, essa forma de esterilizagao
crescera bastante nos proximos anos.

Pressao osmotica

Um dos métodos mais antigos na preservacao de alimentos ¢é a
utilizagdo de altas doses de sais ou agucares, causando um efeito



Microbiologia

hipertonico, retirando agua das células dos microrganismos. Vale
lembrar que, por osmose, a dgua vai de um meio menos concen-
trado para um mais concentrado.

O emprego de sais normalmente ¢é feito em carnes e em vegetais
fermentados, os picles. O agucar ¢é utilizado em doces e geleias e
apresenta grande eficacia nas industrias alimenticias, incluindo as
caseiras. Curiosamente, esse mesmo efeito de desfavorecer o cres-
cimento de microrganismos indesejaveis ¢ usado, desde tempos
remotos, em machucados e feridas. Os fungos, comparados com
as bactérias, sdo menos sensiveis e podem crescer em meios mais
acidos e umidos, na presen¢a de agucares. Por essa razdo, eles é
que deterioram mais esses tipos de alimentos.

Ressecamento

Outra forma pratica de controlar microrganismos ¢ através da
redugdo de dgua nos alimentos, a desidratagdo. Obviamente, entre
outros fatores, isso depende também de cada tipo de célula e das
condi¢des ambientais. Nao faz muito tempo, vocé deve lembrar,
foi encontrado o corpo de um homem na regido dos Alpes suicos,
que estava quase intacto, preservado pela acdo da secagem e frio.

Este processo de secagem ocorre na conservagdo de carnes e
varios vegetais, incluindo as frutas secas. Na industria, isso é feito
em fornos e de forma caseira em fogdo ou microondas. Quem ja
ndo comeu uma batatinha ou maga daquelas bem fininhas e secas?
A liofiliza¢ao ¢ uma forma de secagem de produtos através do frio
e apresenta grande aplicagdo e potencial na industria alimenticia.

Dessa forma, comparando um produto de grande consumo,
como ¢ o caso do leite por exemplo, podemos concluir que a sua
forma seca, leite em pd, é mais dificil de estragar do que o leite
comum. No entanto, é mais raro mas nao impossivel de que o leite
em po tenha bactérias na forma de esporos e esteja contaminado.
Ha alguns anos atras isso foi noticiario de jornal de um lote impor-
tado. Pode ocorrer também para outros produtos.
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12.4 Agentes quimicos

Varias substancias quimicas podem ser utilizadas no controle
de células patogénicas ou nao, em tecidos vivos ou materiais ina-
nimados. Conforme ja foi visto no glossario, agentes microbianos
sao aqueles que matam ou inibem o crescimento de microrganis-
mos. Em termos de bactérias, por exemplo, o termo bactericida é o
que mata, enquanto que bacteriostatico é o que inibe o crescimen-
to do microrganismo.

Nem todos os produtos sdo esterilizantes, pela complexidade de
se destruir microrganismos em superficies e grandes areas. Vale
lembrar que as caracteristicas das células microbianas também
afetam a eficiéncia e eficacia dos agentes. Dessa forma, o termo
desinfetante é mais usual e significa uma substincia que mata ape-
nas as partes vegetativas das células patogénicas. Normalmente, as
estruturas de esporos sao mais resistentes e dificilmente morrem
com produtos quimicos.

Varias substéncias quimicas podem ser utilizadas para matar ou
inibir os microrganismos. Uma solugdo ideal seria a que tivesse as
seguintes caracteristicas:

1. Agdo antimicrobiana, de preferéncia em baixas concentragoes;
2. Ser soluvel em agua ou em outro solvente;

3. Ser estavel para que o seu principio ndo se perca ao longo do
tempo;

4. Nao ser toxica aos seres humanos, animais e outros seres vivos;
5. Ser de facil preparo;

6. Ter um bom poder de penetracdo na superficie que ira ser
empregada;

7. Nao ser corrosiva nem de forte coloragao que fica impregnada;

8. Ter capacidade detergente para remover sujeira e
microrganismos;

9. Ter um aroma agradavel; e

10. Ter um baixo custo.
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Os principais grupos de produtos quimicos no combate aos mi-
crorganismos: substancias fenolicas (hexaclorofeno, triclosan, clo-
roxilenol e clorexidina), halogénios (iodo e cloro), alcool (etanol
e isopropanol), metais pesados, agua oxigenada, ozOnio, detergen-
tes, 6xidos de etileno, formaldeido, glutaraldeido e conservantes
de alimentos. Alguns dos grupos de agentes quimicos serdo discu-
tidos a seguir, enfocando também o lado histoérico deles.

Fenol e compostos fendlicos

Uma das primeiras substancias estudadas no controle de mi-
crorganismos foi o fenol ou acido carboxilico. Em meados de
1800, um médico inglés chamado Joseph Lister empregou o pro-
duto antes de cirurgias para prevenir ou amenizar os problemas de
infeccoes decorrentes dos procedimentos. Acima de 1%, o fenol
age de forma bactericida, mas, pelo seu odor forte, pode irritar a
pele. Lysol, cresois e hexaclorofeno sao exemplos de compostos
fendlicos. Normalmente esses produtos exercem atividade anti-
microbiana lesando as membranas plasmaticas, inativando e des-
truindo as proteinas.

Halogénios

Esse grupo de substancias é um dos mais empregados no con-
trole de microrganismos, com destaque para o iodo e o cloro, que
sao dois agentes oxidantes.

O iodo é um dos mais antigos produtos utilizados pela humanida-
de, reconhecido em 1830, nos Estados Unidos, e utilizado para tratar
de feridas. A maioria das partes vegetativas das bactérias morre com o
iodo e até alguns esporos. Sua agdo contra fungos e alguns virus tam-
bém é notavel. O modo de agdo de compostos de iodo é em proteinas.

Normalmente a tintura de iodo, que ¢ uma combinagdo de iodo
2% e etanol 70%, é utilizada em hospitais e clinicas. Produtos a
base de iodo sdo grandemente utilizados para a assepsia de partes
vivas, tanto de seres humanos como em animais. Na ordenha de
vacas, por exemplo, é comum mergulhar as tetas do ubere bovi-
no em uma substdncia mais concentrada de iodo, de cor marrom,
apos a coleta do leite, para evitar o aparecimento de mamite, que é
uma doenca das mamas.

Assepsia

E um processo que
reduz significativamente
a contaminacao de
microrganismos.
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Outro agente oxidante muito utilizado é o cloro, na formaliquida,
de gas comprimido e que atua no tratamento de aguas para abaste-
cimento e de piscinas. Sua concentragao efetiva é que esteja entre
0,5 e 1 partes por milhao ou mg por litro de agua. A a¢ao germicida
do cloro, que é um gas, é através do acido hipocloroso, que se forma
em contato com a agua. Outros exemplos de produtos clorados sdo
as cloraminas e o hipoclorito de sodio, este tltimo usado como pro-
duto de limpeza doméstica, com 1% de hipoclorito de sddio, que ¢
o principio ativo da dgua sanitaria que tem cerca de 2% a 2,5% de
cloro ativo. Concentragdes maiores do que 1% de hipoclorito de so-
dio, de 5% a 12%, sdo usadas como alvejantes industriais e em zonas
rurais. O modo de agdo dos clorados, pela sua forte reagdo oxidan-
te, é a destruicdo de compostos celulares em paredes e membranas.
Pastilhas de cloro podem ser usadas para matar microrganismos
em po¢os e cisternas e sao de grande utilidade para pessoas que vao
acampar em dreas onde ndo existe agua potavel.

Alcool

Um dos produtos mais utilizados para destruir formas vegetati-
vas de microrganismos ¢ o dlcool, com o etanol e isopropanol, como
exemplos. Normalmente, o etanol 70% é o que apresenta maior efi-
cacia, pois a agua ajuda a espalhar o produto. Outro aspecto im-
portante é que concentragdes proximas do alcool puro sao bastante
volateis e se perdem no ar. O modo de atua¢ao desses produtos é
desnaturando membranas, através da a¢ao em lipideos e proteinas.

Modo de a¢ao dos agentes quimicos

Os modos de agdo dos produtos quimicos em microrganismos
podem ser diversos e listamos a seguir com alguns exemplos:

1. Agente oxidante (iodo, cloro, agua oxigenada e 0zonio);

2. Solvente de lipideos ou desnaturante de proteinas (alcool, com-
postos fenolicos e varios detergentes);

3. Precipitacdo de proteinas (nitrato de prata, sulfato de co-
bre); e

4. Agente alquilante (6xidos de etileno, formaldeido).
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Avaliacao dos agentes quimicos

A avalia¢ao de novas substancias quimicas pode ser testada atra-
vés de duas técnicas: avaliacdo em tubos e em placas de Petri. No
caso de tubos, ¢é estudada a concentragdo minima que inibe o cres-
cimento em meios de cultura liquidos. No outro método, em placas
contendo meios de cultura sélidos, sdo feitos orificios que funcio-
nam como pequenos pocos onde sido preenchidos com as solucoes a
serem testadas. Na superficie das placas ¢ inoculado o microrganis-
mo a ser avaliado e, apds um periodo de incubagio, sdo medidos os
halos de inibicao ao redor dos furos. Quanto maior o halo maior a
sensibilidade do microrganismo ao produto quimico testado.

Resumo

Os microrganismos habitam praticamente todos os ambientes.
Para estuda-los e fazer o controle deles sio empregados métodos
tisicos, quimicos e bioldgicos. Os métodos fisicos empregados sao:
calor, frio, filtragdo, ressecamento, pressao osmotica e radiacéo.
Os métodos quimicos sdo: substincias fenolicas (hexaclorofeno,
triclosan, cloroxilenol e clorexidina), halogénios (iodo e cloro), al-
cool (etanol e isopropanol), metais pesados, 4gua oxigenada, 0z6-
nio, detergentes, dxidos de etileno, formaldeido, glutaraldeido e
conservantes de alimentos.
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Microbiologia Industrial -
Biotecnologia

Neste capitulo serd estudada a Microbiologia Industrial,
com destaque para os microrganismos, produtos, proces-
sos e aplicagdes da Biotecnologia.
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13.1 Introducao

Se vocé conversar com muitas pessoas do seu cotidiano so-
bre micrébios, bactérias, fungos, virus, etc, é bem provavel que a
maior parte delas vai realcar os aspectos negativos da microbio-
logia. Com certeza, doencas das mais diversas e contaminagao de
alimentos sejam os temas mais citados na preocupacgio de gente
normal, rodeada de noticias alarmantes e que, no geral, assustam
mesmo. Quem nao ficou grilado com a vaca louca, a gripe aviaria
ou suina? Sem falar de tuberculose, de brucelose, de febre aftosa e
de tantas outras.

Mas vocé sabia que o lado benéfico da microbiologia é muito
maior do que esses negativos citados? Poucos sdo capazes de lembrar
que varios alimentos sao feitos por microrganismos, como € o caso
do pao que comemos no café da manha. As bebidas como a cerveja
e o vinho sdo outros exemplos tipicos da a¢gdo dos microrganismos.
Se formos para o lado ambiental, toda vez que abastecemos nossos
carros o fazemos gracas também aos microrganismos que ajudam
na produc¢ao dos combustiveis, tanto do dlcool, como da prépria ga-
solina, que tem o etanol misturado nela. Na questao do tratamento
de esgotos, tdo importantes em uma cidade, as bactérias e fungos
fazem um papel fundamental na qualidade de vida da populagao.

Nao faz muito tempo, foi perguntado para o Bill Gates, um dos
homens mais ricos do mundo, o que ele faria se ndo atuasse na
area de informatica. Ele, sem vacilar, disse que trabalharia com
biotecnologia, uma das dreas mais interessantes do conhecimento



atual. Vocé conseguiria definir o que é biotecnologia? Pare e pense
e veja em quais contextos ela existe ao seu redor. Pois bem, biotec-
nologia, entre tantas defini¢des, é uma ciéncia que utiliza o poten-
cial dos microrganismos para fazer produtos em escala industrial.
Em outras palavras, é uma parte aplicada da microbiologia para
fabricar alimentos, medicamentos, processos industriais, produtos
agropecuarios e de meio ambiente.

Desde tempos remotos ha relatos de que alguns desses produtos
ja eram feitos, como € o caso da fabricagdao do pao e da cerveja no
antigo Egito (4.000 anos a.C.) e do vinho. Podemos imaginar que
desde que o mundo é mundo, toda vez que uma fruta caia do pé de
uma arvore, os microrganismos faziam as fermentagoes das mais
diversas que estudamos com detalhes hoje.

A biotecnologia atual tem uma énfase mais cientifica e é uma
parte do conhecimento de agdo multidisciplinar (Fig. 13.1.). Va-
rias areas sdo estudadas em biotecnologia como, por exemplo, a
microbiologia em si, a imunologia, a genética, a bioquimica, as
engenharias e tecnologias na fabricagdo de produtos e os assuntos
de ordem ética que discutiremos mais pra frente.

Vale citar que a biotecnologia tem uma parte que é a engenharia
genética, onde as caracteristicas contidas nos genes de um orga-
nismo podem ser introduzidas em outro, alterando o seu material
genético. Um exemplo curioso disso, entre tantos outros, é o caso
da soja transgénica que recebe genes de bactérias do solo toleran-
tes a certos herbicidas, substancias que matam o mato que compete
com a planta de soja, e que acaba ficando também tolerante a esses
produtos. Outro inusitado exemplo ¢é o da utilizagdo de genes do
peixe linguado, que tolera baixas temperaturas de armazenamen-
to, e que passam para a planta de morango, normalmente bastante
suscetivel ao frio. Hoje em dia, ha estudos biotecnoldgicos sobre o
potencial do uso de drgaos de animais transplantados para os seres
humanos. Vocé concorda com tais mudancas? Acha que isso afeta
o meio ambiente e ¢ eticamente correto?
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Fig. 13.1. Areas do conhecimento em biotecnologia. FONTE: Modificado de Smith (1996, p. 15).



13.2 Substratos em biotecnologia

Ha uma gama imensa de produtos fabricados ou com potencial
de fabricacao, pelos microrganismos.

Para que essas células microbianas possam crescer e fazer o seu
trabalho é importante que haja substrato, que sdo os materiais de
origem animal e vegetal. Estimativas de biomassa de produtos fo-
tossintetizantes sao da ordem de 120 bilhdes de toneladas de maté-
ria seca por ano em terras e cerca de 50 bilhdes nos oceanos, com o
grande potencial de crescimento para a exploragdo das algas nessa
enorme superficie de 4gua no planeta.

Os produtos que podem ser utilizados como substratos sdo pro-
venientes da agricultura e das industrias florestais, de alimentos,
da satde e do meio ambiente. No ramo agricola ha a biomassa de
plantas cultivadas em larga escala (soja, trigo, milho, cana de agu-
car, cevada, arroz, feijao, café, algodao etc.) e outros vegetais como
é o caso de frutas e produtos de hortas (legumes e hortalicas). Na
industria florestal ha as cascas, serragem e demais materiais pro-
venientes da fabricacdo de papel e celulose. Outras biomassas de
grandes destaques sao as advindas da industria de alimento, in-
cluindo as atividades de pesca e de produc¢do animal. No meio am-
biente podemos citar os enormes volumes de lixo e esgotos, tanto
domésticos como industriais, produzidos nas cidades.

13.3 Produtos e processos da biotecnologia

Apos a escolha dos microrganismos, dos substratos e dos pro-
cessos industriais, varios produtos sdo elaborados e listados a se-
guir, em diferentes areas de aplicacdo:

Industria de alimentos

A fermentagao latica que ¢é feita a partir da transformagdo do
acucar do leite, a lactose, em acido latico, através da enzima lacta-
se, ¢ uma das mais antigas e importantes em biotecnologia em ter-
mos econdmicos. Os microrganismos associados nesse grupo sio:
Lactococcus lactis, Lactobacillus bulgaricus e Lactococcus thermophilus
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e sao de grande importancia na industria de laticinios, com produ-

¢do dos derivados do leite (queijos, iogurtes e manteiga). Recente-
mente, bactérias do género Bifidobacterium tém sido empregadas
em certos iogurtes com 6timos beneficios para a saide humana,
como regulagao da flora intestinal e potencial de ajudar no sistema
a imunolégico. Em queijos maturados, dos tipos gorgonzola e ro-
quefort, o fungo (Penicillium roqueforti) é utilizado no processo de
maturacgao que realca o sabor e aparéncia esverdeada.

Outros exemplos interessantes de produtos fermentados e de
grande consumo sdo as azeitonas verdes e o chucrute, este ultimo
a partir do repolho, por Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus
plantarum. Os picles, feitos de varios vegetais, sio fermentados
por Lactobacillus plantarum e Pediococcus cerevisiae.

Outros produtos na industria de alimentos incluem o molho
de soja, pelos microrganismos Aspergillus orizae, Aspergillus soyae
e Lactobacillus delbrueckii. O aminoacido, acido glutamico, para
realcar sabores em diversos produtos é feito via varias bactérias,
como, por exemplo, a Corynebacterium glutamicum. O acido citri-
co, um antioxidante natural das frutas, pode também ser elabora-
do através da utilizagao do fungo Arpergillus niger. A vitamina B12
¢ produzida por espécies de Pseudomonas e Propionibacterium.
Vitamina C pode ser feita pela bactéria Acetobacter.

Enzimas podem também ser produzidas via microrganismos
em fermentadores e alguns exemplos sao listados:

» Beta-amilase por Bacillus subtilis, na produgao de cerveja;
o Celulase por Trichoderma viride, em sucos de frutas e café;
o Invertase por Saccharomyces cerevisiae, em doces;

o Pectinase por Aspergillus niger, em sucos de frutas;
 Proteases por Aspergillus orizae, em amaciador de carne; e

» Renina por Mucor e Escherichia coli, em queijos.

Industria de bebidas alcodlicas

Vérios microrganismos estao presentes na fermentagao alcooli-
ca que ¢é feita a partir da glicose e com produgédo de etanol.



Na producao de cerveja, que tem como base a fermentagao dos graos
de cevada em uma substincia chamada malte, os microrganismos de
destaque sdo as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
carlsbergensis. Vale lembrar que leveduras sdo fungos, organismos
mais evoluidos, e ndo bactérias como muita gente confunde. O malte
produzido na germinagao dos graos libera amido e a enzima amilase
para ajudar a fermentar os agticares pelas leveduras, que convertem o
agucar em alcool e didxido de carbono. O sabor amargo, caracteristi-
co das cervejas, é pela adi¢ao de lupulo, uma planta. Normalmente, as
cervejas tém uma concentragao de alcool que varia entre 4% e 6%.

Curiosamente, a levedura Saccharomyces cerevisiae é também
a responsavel pelo pao caseiro. Os tabletes de fermentos biolo-
gicos sdo células desse organismo que estdo compactas e acon-
dicionadas em ambientes refrigerados. Em temperatura de meio
ambiente elas crescem e fazem com que a massa de trigo e agua
estufe, através de sua respiragao.

Outras bebidas de grande consumo e feitas por essas leveduras
sao o vinho, o conhaque e o uisque. No caso do vinho, que tem de
12% a 14% de alcool, os agticares das uvas, ou de outras frutas, sao
convertidos em etanol. O vinagre é, em linhas gerais, um subprodu-
to do vinho, azedado pela agdo de bactérias do género Acetobacter,
com a producao de acido acético.

O conhaque e o uisque sdo, apos o processo de fermentagéo,
destilados e o dlcool concentrado de tal forma a ter entre 40-43%
e 50-95% de alcool, respectivamente. A cachaga, que tem entre 40-
55% de alcool, é uma bebida destilada e feita por leveduras a partir
da glicose da cana de agucar. A vodka ¢é feita a partir da fermen-
tacdo e destilacao de cereais e tubérculos (batata ou beterraba) e
tem cerca de 40% de dlcool. O saqué, uma famosa bebida japonesa,
é feito pela fermentagao de arroz pelo microrganismo Aspergillus
orizae e tem de 14-16% de alcool.

A fermentacao alcoodlica tem, além das bebidas citadas, a produ-
¢ao de etanol para a industria de combustiveis que ¢ uma das mais
rentaveis e de grande impacto na sociedade. A gasolina brasileira
tem aproximadamente 24% de etanol e tende a crescer pelo lado
mais econdmico e menos poluente desse produto da fermentacao
de Saccharomyces cerevisiae.
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Industria farmacéutica

Uma das mais rentdveis atividades econdmicas da industria de
produtos de biotecnologia é a utilizagdo de microrganismos na
producdo de medicamentos, vacinas e hormdnios.

Em 1929, com a descoberta de penicilina pelo médico escocés Alexander
Fleming, ocorreu um marco que modificou grandemente a ideia do controle
de doencas infecciosas. Até entdo muitas pessoas morriam com ferimentos
e tiros, como o foi na Primeira Guerra Mundial. Através de estudos em placas
de Petri, verificou-se que o fungo Penicillium notatum inibia o crescimen-
to de células bacterianas. Essa substancia antibiotica foi isolada e publicada,
dando o prémio Nobel ao relevante cientista. A partir desse caso, muitos ou-
tros antibidticos tém sido produzidos pelos mais variados microrganismos e
empregados mundialmente. Alguns exemplos de produtos e respectivas bac-
térias sao listados a sequir: estreptomicina, por Streptomyces griseus; novo-
biocina, por Streptomyces niveus; bacitracina, por Bacillus licheniformis; e
cefalosporina, pelo fungo Cephalosporium acremonium.

Em adi¢do aos antibidticos, exemplos de medicamentos pro-
duzidos por células microbianas sdo: enzima estreptoquinase, por
bactérias do género Streptococcus, e empregada em pacientes que
tiveram ataques cardiacos. Temos também a glicose polimerase,
por bactérias dos géneros Streptomyces e Bacillus, no emprego de
xaropes e estirpes de Escherichia coli na produgdo de insulina, um
importante hormonio humano no combate de diabetes. Muitas
doengas como: tuberculose, por Mycobacterium bovis; coqueluche,
por Bordetella pertussis; tétano, por Clostridium tetani; e pneumo-
nia, por Streptococcus pneumoniae saio combatidas através do uso
de vacinas que sdo fabricadas com tecnologias biotecnoldgicas.

Industria agropecuaria

Outra area de grande aplica¢ao de microrganismos em biotecno-
logia é a de produtos agropecuarios. Um dos primeiros exemplos
de estudos ¢ no controle biologico de insetos na agricultura. O em-
prego de genes da bactéria Bacillus thuringiensis em plantas trans-
génicas foi pioneiro e se estendeu para outros exemplos. Essa bacté-
ria tem genes que produzem uma toxina que controla a cigarrinha
em pastagens. Fungos podem também atuar em controle biolégico,
como ¢ o caso de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em
pragas de batata e cana de agucar.



Outros exemplos de duas bactérias largamente utilizadas na
agricultura sao as dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium. Elas
fazem a fixa¢do biologica de nitrogénio, economizando adubos ni-
trogenados em lavouras de leguminosas como feijao e soja. Vale
lembrar que, além desse aspecto econoémico, ha o beneficio am-
biental da nédo utilizagdo (ou da reducido) de fertilizantes a base
de nitrogénio que podem contaminar o solo e a dgua subterranea.
Os fungos micorrizicos, que fazem associagdo simbidtica com as
plantas, sdo também exemplos do potencial de produtos na agri-
cultura. Eles ajudam as plantas na absor¢ao de nutrientes, como ¢é
o caso do fosforo, um elemento quimico muito importante para o
desenvolvimento vegetal, mas de pouca mobilidade e disponibili-
dade nos solos. As hifas desses fungos atuam aumentando a area de
exploragdo radicular e o potencial de emprego da biotecnologia de
produtos ocorre nas culturas que tém produciao de mudas, como é
o caso de plantas frutiferas, plantas ornamentais e florestais.

O estudo de microrganismos, de forma semelhante ao que ocor-
re nos seres humanos, tem uma vasta aplicagdo na fabricagdo de
vacinas em animais. E o caso, por exemplo, da febre aftosa que é
transmitida por virus e cuja prevengdo ¢ muito importante para a
comercializagao de carnes. Vale lembrar que paises que estdo livres
dessa doenca podem vender seus produtos para mercados exigen-
tes e lucrar com essa atividade de grande rentabilidade.

13.4 Aplicacdes em meio ambiente

Uma das dreas de maior potencial de crescimento nos préximos
anos é a da biotecnologia no meio ambiente. Com o aumento da
polui¢ao pelas mais variadas atividades humanas é imprescindivel
que os estudos de microrganismos no controle dessas fontes polui-
doras sejam intensificados.

Um exemplo interessante e de grande repercussio mun-
dial, e que causou grande impacto ambiental, foi o vazamento de
petrdleo pelo navio Exxon Valdez em 1989, no Alasca, Estados Uni-
dos (Figuras 13.2; 13.3; 13.4; e 13.5). Apenas para vocé ter uma ideia,
a quantidade de ¢6leo que foi derramada nesse acidente, de dimen-
sOes catastroficas, daria para encher 125 piscinas olimpicas. Vocé



O termo biorremediagédo

é empregado quando
organismos vivos sGo
utilizados nos processos,
como é o caso de bactérias do
género Pseudomonas, entre
tantas outras estudadas.
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Figura 13.2. Tanque de biorremediacao de dgua contaminada com petréleo que chega dos
navios, no porto de Valdez, Alasca. Apds o tratamento a dgua de lastro é lancada ao mar.
FONTE: Foto de Alexandre Verzani Nogueira — (arquivo pessoal - Alasca, EUA, junho de 2001).
pode imaginar os danos ambientais nas praias, regides de pesca e
os animais mortos. Sem falar dos prejuizos econdmicos, tanto das
pessoas que deixaram de trabalhar, como do dinheiro empregado
para os trabalhos de despoluigdo (Figura 13.6).

A partir desse caso varios cientistas em todo o mundo intensifi-
caram os estudos para se entender o papel de microrganismos na
recuperacao de dreas contaminadas. Esse processo, que também
inclui outras formas de descontaminagdo, chama-se remediagdo.

" Outra técnica muito estudada, e que se utiliza de plantas e de mi-
crorganismos, é o da fitorremedia¢do, em dreas contaminadas por

petroleo, metais pesados e outros poluentes.

Figura 13.3. Petroleiro no porto de Valdez, Alasca. FONTE: Foto de Alexandre Verzani
Nogueira - (arquivo pessoal - Alasca, EUA, junho de 2001).
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Figura 13.5. Boia do petroleiro Exxon Valdez, no Alasca.
FONTE: Foto de Alexandre Verzani Nogueira — (arquivo
pessoal - Alasca, EUA, junho de 2001).

4
Figura 13.4. Equipamentos utilizados nos trabalhos de
remediacdo quando do vazamento do petroleiro Exxon
Valdez, em 1989, no Alasca. FONTE: Foto de Alexandre Verzani
Nogueira — (arquivo pessoal - Alasca, EUA, junho de 2001).

Figura 13.6. Solo contaminado

com petrdleo préximo a cidade de
Fairbanks, Alasca. FONTE: Foto de
Alexandre Verzani Nogueira — (arquivo
pessoal - Alasca, EUA, junho de 2001).
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Figura 13.7. Experimento de biorremediagao de solo contaminado com petréleo em
Saskatchewan, Canada. FONTE: Foto de Alexandre Verzani Nogueira — (arquivo pessoal -
Alasca, EUA, junho de 2001).

Figura 13.8. Experimento de biorremediacao de solo contaminado com petrdleo

em Saskatchewan, Canada, com destaque para plantas leguminosas e gramineas
sobreviventes. FONTE: Foto de Alexandre Verzani Nogueira — (arquivo pessoal - Alasca,
EUA, junho de 2001).



Basicamente, ha dois tipos de biorremedia¢do: uma natural, com
recursos do proprio local, e outra com a introdugdo de microrganis-
mos exoticos, essa com grande potencial de descontaminacdo atra-
vés de células isoladas e avaliadas em condigdes de laboratério. No
primeiro caso, que também recebe o nome de atenuagio natural, o
estudo de microrganismos no ambiente natural ¢ importante para
se saber quais os tipos presentes e quais os fatores fisicos e quimicos
que os afetam. No caso do Alasca, que é bastante frio, a temperatura
¢ um fator importante e que limita a atividade dos microrganismos
de degradar compostos poluentes. E de se esperar que um derrama-
mento de petroleo nessas condicdes leve muito mais tempo para ser
remediado do que em uma area tropical, por exemplo. Outro fator li-
mitante, e que pode ser corrigido, é o da adigao de nutrientes, como o
nitrogénio, o fosforo e o potassio. Em areas de baixa oxigenacao, a in-
trodugdo desses elementos facilita a descontaminac¢ao, uma vez que a
maior parte dos microrganismos que fazem esse trabalho é aerébica.

Outro exemplo da utilizagdo de microrganismos no meio ambiente
¢ o emprego das bactérias Thiobacillus thiooxidans e T. ferrooxidans.
Elas, em contato com certos minérios, produzem acidos e causam oxi-
dacdo, ajudando na liberagao e aproveitamento de ferro, cobre e zinco.

Um exemplo mais recente e também interessante é o da utilizagao
da bactéria Caulobacter crescentus, que vive em rios e se aloja em ro-
chas. Ela produz substancias fixadoras e que podem ser usadas como
colas cirurgicas. Em outras aplicagdes, estudos recentes mostram o po-
tencial de algas na producao de combustiveis menos poluentes, como
¢ o caso do biodiesel que esta em franca fase de desenvolvimento.

Outros exemplos do potencial de microrganismos na biotec-
nologia sdo os ligados a engenharia sanitdria, no desenvolvimen-
to de produtos que aceleram a decomposi¢do da matéria organica
dos esgotos e fossas assépticas. Alguns deles estdo sendo testados
para reduzir os odores caracteristicos e indesejaveis dessas trans-
formagdes bioquimicas.

Outra drea interessante nessa linha biotecnologica é a do estudo
de microrganismos na corrosdo de encanamentos e degradagdo de
estatuas, prédios e monumentos. Nesse caso, a ideia é evitar que eles
danifiquem essas estruturas e preservem os patrimonios industriais,
residenciais e culturais.
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Em conclusdo, as aplicagdes da microbiologia em biotecnologia

sao inumeraveis e irao crescer muito nos proximos anos. Com certeza
sera dificil citar exemplos onde os microrganismos ndo poderao atuar.

Resumo

Desde tempos remotos os microrganismos participam de varios
processos na obten¢ao de alimentos e nas transformagdes do meio
ambiente. A biotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que agre-
ga conhecimentos para explorar o potencial dos microrganismos
nas industrias: alimenticia, de bebidas, farmacéutica e de produtos
ambientais. Produtos transgénicos e engenharia genética sao duas
areas de grande crescimento e com potencial de desenvolvimento
nos proximos anos.
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