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RESUMO — Na natureza os microrganismos precisam de um ambiente que
favorecam as atividades de metabolismo e catabolismo, dessa forma héa
particularidades entre os seres e 0 meio ambiente em que vivem quanto a pH,
temperatura e nutricdo. Na intencdo de encontrar qual o melhor meio nutritivo de
crescimento dos micrébios encontrados nos efluentes de curtume para adequar o0s
experimentos voltados para tratamento de Cromo Il e Cromo VI e certificar que
0s métodos usados nas pesquisas mais eficientes possiveis. O trabalho avalia quais
0s meios de cultura atendem mais eficientemente a contagem de células dos
microrganismos, utilizados para tratamento de efluente industrial com residuos de
Cr (V1) e Cr (111). Notando a partir dos resultados obtidos nos experimentos com
0s seguintes meios de cultura; caldo nutriente, YMA Gelose Sabourand-dextrose
e Gelose Czapeck, apresentam mesma ordem de grandeza para reproducdo de
microrganismos, sendo assim hé& presenca de grande variedade de micrdbios
presentes nos processos em que sao utilizados.

1. INTRODUCAO

Na natureza 0s microrganismos se mantém a partir de reacdes quimicas que Ssao
realizadas no interior do prdprio ser, chamadas metabolismo. Nessas atividades estdo
presentes tanto catabolismo onde héa liberacdo de energia, quanto atividades de anabolismo
onde é demandado consumo de energia por parte dos seres.

Para que os micrébios metabolizem da melhor maneira possivel é necessario que
encontrem um meio onde estejam adaptados, pois fatores como temperatura, pH e nutricdo
influenciam muito. Dentre as moléculas utilizadas na nutricdo sdo classificadas de acordo
com a quantidade necessaria por eles, macronutrientes sdo 0s componentes que Sao
necessarios em maior guantidade e micronutrientes sdo componentes que ndo sdo vistos em
grandes quantidades nos meios (Madigan et al. 2004).

Os microrganismos usados remocdo e reducdo biolégica de cromo no trabalho de Dias
et. al, 2016, € uma cultura mista, e foram utilizados meios simples, porém com certo grau de
norteamento devido ao crescimento de determinados microrganismos, por exemplo, caldo
nutriente mais indicado para bacterias, YMA normalmente empregado para leveduras e
bactérias, Gelose Sabourand-dextrose indicado para leveduras e por ultimo Gelose Czapeck
usado comumente para fungos.
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Os microbios estudados foram retirados de uma indUstria de curtume da regido e passou
por inimeros de experimentos tratando efluente sintético com cromo presente. Assim, a partir
do resultado do experimento pode identificar quais grupos majoritariamente participam do
processo no tratamento desses residuos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de cultura mista atraves da técnica
de contagem de células viaveis utilizando meios de cultura diferenciados.

2. MATERIAIS E METODOS

A cultura mista utilizada neste estudo encontrava-se disponivel no laboratério da
Faculdade de Engenharia Quimica da UFU e foi a mesma utilizada no trabalho de Dias et al.
(2016). Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura com a seguinte composigédo
NH4CI (1,0 g/L), MgS04.7H20 (0,2 g/L), CaCl2.2H.0 (0,001 g/L), CHsCOONa.3H20
(6,0 g/L), KoHPO4 (0,5 g/L), FeS0O4.7H,0 (0,001 g/L) e Levedura Cervejeira Residual (3,0
g/L) (Dermou et al., 2005).

O crescimento da cultura mista foi avaliado por meio da contagem de células vidveis
(células capazes de se reproduzirem) em placas de Petri, conforme o método de (Madigan et
al., 2004).

A coleta de aliquotas da cultura mista ocorreu em diferentes tempos de crescimento e
estas foram inoculadas em quatro diferentes meios sélidos: caldo nutriente (simples), meio
YMA, Gelose Sabourand-dextrose e Gelose Czapeck. A quantidade de células inoculadas foi
de 1 mL e vérias diluicbes das amostras foram realizadas (10° a 10'? células). O periodo de
incubacdo das placas de Petri com os meios foi de 48 horas, sendo, entdo, contado o0 nimero
de colbnias pela contagem em profundidade. Considerando que cada col6nia geralmente é
originada a partir de um organismo, o namero total de colénias encontradas no meio condiz
com as celulas vidveis contidas na aliquota verificada (Madigan et al., 2004).

A realizacdo do procedimento em triplicata para cada diluicdo da amostra da cultura
mista permite a reducdo de erros causados pela contagem de viaveis em profundidade, como
exemplo agregados e duas células proximas. O uso desta técnica proporciona a contagem de
diversos tipos de micro-organismos, a partir de meios de cultura especificos. H& meios
seletivos, os quais favorecem o crescimento de um organismo, e meios seletivos e
diferenciais, que também distinguem um organismo por caracteristicas fenotipicas.

O caldo nutriente (simples) é usado para o cultivo e a contagem em placa de bactérias
aerobias totais. O pH foi ajustado para 7,4 a 7,6. A esterilizacdo do meio foi a 121 °C por 20
minutos. Os reagentes que compdem o caldo nutriente e sdo diluidos em 1 L de agua destilada
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes para caldo nutriente (simples).

Reagentes [o/L]
Extrato de carne 3,0
Peptona 10,0
Fosfato de potassio dibasico 1,0
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Cloreto de sédio 50
Agar-agar 30,0

O meio YMA também foi utilizado para o cultivo e a contagem em placa de bactérias
aerobias totais. O pH foi ajustado para 6,0. A esterilizacdo do meio foi a 121 °C por 20

minutos. Os reagentes que compdem o meio YMA e foram preparados em 1,0 L de agua
destilada estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Reagentes para meio de cultura YMA.

Reagentes [o/L]
Glicose (dextrose) 10,0
Extrato de levedura 3,0
Peptona 5,0
Agar-agar 20,0

Ja 0 meio Gelose Sabourand-dextrose usado para o cultivo e contagem em placa de
leveduras e fungos nédo filamentosos. O pH foi ajustado para 5,5. A esterilizacdo do meio foi a
110 °C por 15 minutos. Os reagentes que compdem o meio Gelose Sabourand—dextrose estéo
apresentados na Tabela 3 na quantidade para preparar 1 L.

Tabela 3 — Reagentes para meio de cultura Gelose Sabourand—dextrose.

Reagentes [o/L]
Peptona 10,0
Glicose (dextrose) 40,0
Agar-agar 20,0

O meio Gelose Czapeck é indicado para o cultivo e contagem em placa de fungos
filamentosos. O pH deve ser ajustado para 5,5. A esterilizacdo do meio deve ser a 110 °C por
15 minutos. Os reagentes que compdem o meio Gelose Czapeck e sdo diluidos em 1 L de
agua destilada estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Reagentes para meio de cultura Gelose Czapeck.

Reagentes [g/L]
Glicose 20,0
Nitrato de sodio 2,0
Fosfato dibasico de potassio 1,0
Sulfato de magnésio 0,5
Cloreto de potassio 0,5
Sulfato ferroso 0,01
Sulfato de aménio 1,0
Agar-agar 20,0
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As coldnias desenvolvidas em cada meio de cultura (caldo nutriente (simples), meio
YMA, Gelose Sabourand-dextrose e Gelose Czapeck), encontradas apds a incubacdo das
placas de Petri por 48 horas, sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 — Col6nias em: (a) caldo nutriente; (b) meio YMA; (c) Gelose Sabourand-
dextrose; (d) Gelose Czapeck.
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Os resultados apresentados na Tabela 5 indicaram que a contagem de células viaveis das
amostras ndo mostrou alteracdo significativa entre os quatro meios de cultura avaliados,
permanecendo na mesma ordem de grandeza de 10! (UFC/mL).

Tabela 5 — Contagem do numero de col6nias.

Meios de cultura Numero de coldnias (UFC/mL)
Caldo nutriente (simples) 6,0 x10!
Meio YMA 7,5 x10%
Gelose Sabourand-dextrose 12,0 x10%
Gelose Czapeck 3,0 x101

E possivel perceber pela Tabela 5 que os quatro meios de cultura utilizados
apresentaram crescimento das col6nias, de modo que todos séo eficientes para seu respectivo
tipo de micro-organismo. No trabalho de Casteele et al., (2006), é notavel que a eficiéncia do
meio de cultura dependa da origem dos microrganismos. Entdo quando os probi6ticos eram de
iogurtes alguns meios mais especificos foram eficientes e quando eram de queijos outros
meios de cultura foram eficientes. Assim é visto que no meio de cultura mista usado para
possivel solucéo de tratamento de residuos de cromo usado no trabalho de Dias et al., (2016),
Crisostomo et al., (2016) e de Moura et al., (2014), possui variados microrganismos
trabalhando nas remogdes de cromo e redugdes de cromo (V1) a cromo (I11).

4. CONCLUSAO

Os resultados indicaram que os meios de cultura avaliados proporcionaram crescimento
da cultura mista, mantendo mesma ordem de grandeza, notando grande variedade de
microbios na cultura mista estudada.
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