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01. OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cuja finalidade é a aplicacdo da técnica para o
isolamento bactérias provenientes de solos.

02. CAMPO DE APLICACAO

Esta instrucdo se aplica na area de microbiologia da Colecdo de Bactérias da Amazonia,
auxiliando e orientando os profissionais da colecdo para a realizacdo do procedimento da
técnica de isolamento bacteriano de solos.

03. RESPONSABILIDADES

A execucdo da técnica é da responsabilidade dos usuarios da Colegdo de Bactérias da
Amazonia.

04. DEFINIGOES

O solo apresenta uma variedade de micro-organismos entre bactérias e fungos, a maioria
pode ser isolada e cultivada em laboratério, e sdo capazes de formar colonias em meios de
culturas simples ou especificos. A técnica de isolamento de micro-organismos provenientes do
solo permite conhecer a diversidade bacteriana através da utilizagdo das técnicas de diluigcdo
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sucessiva e semeadura por esgotamento. Sendo que a diluicdo sucessiva é utilizada para isolar
e diminuir a concentracdo de micro-organismos nas amostras de solo e a técnica de
semeadura por esgotamento consiste na obtencdo de colGnias puras e isoladas permitindo a
diferenciacdo morfoldgica.

05. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

NAUTIYAL, C.S. An efficient microbiological growth medium for screening phosphate
solubilizing microorganisms. FEMS Microbiology Letters, v. 170, p. 265-270, 1999.

SILVA, T.F. & MELLONI,R. Densidade e diversidade fenotipica de bactérias diazotrdpicas nao
simbioticas em solos da reserve bioldgica de Serra dos Toledos, Itajuba-MG.R. Bras. Ci.
Solo, v. 35, p. 359-371, 2011.

ROQUE, M.R.A. & MELO, I.S. Isolamento e caracterizacao de bactérias degradadoras do
herbicida diuron. Scientia Agricola, v.57, n.4, p.723-728, out./dez. 2000.

06. SIGLAS:
ILMD - Instituto Lednidas e Maria Deane;
POP - Procedimento Operacional Padrao;

SGQ - Sistema de Gestdo da Qualidade;

07. CONDIGCOES DE BIOSSEGURANGA

Este ensaio deve ser realizado utilizando jaleco, luvas e éculos de protecdo e pessoal
devidamente treinados.

08. PROCEDIMENTOS

8.1 Materiais, reagentes e equipamento
8.1.1. Materiais

Alca de niquel cromo
Cabo de Kolle

Bico de Bunsen
Erlenmeyer 250 ml
Tubo ensaio

8.1.2. Reagentes
e Agua
e Solugdo salina 0,85%
¢ Meios de cultura seletivo, solidos e liquidos

8.1.3. Equipamento

e Estufa bacterioldgica
e Balanca analitica
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Agitador magnético

8.2 Descricoes da Técnica

8.2.1. Antes de iniciar o procedimento realizar a desinfeccdo da bancada com alcool 70%

8.2.2.

Isolamento Bacteriano proveniente de amostras do solo

Pesar 10g do solo em balanca analitica;

Transferir as 10g de amostra do solo em 90ml de solugdo salina a 0,85% em
erlenmeyer de 250 ml estéril;

Homogeneizar a amostra por 15 minutos em agitador magnético;

Diluir de 10! a 1073, transferindo 1ml da primeira diluicdo 10° para 9 ml de solugao
salina obtendo a diluicdo10!, e sucessivamente, transferir 1ml para outras diluigdes;
A partir da diluicdo 1073 retirar uma aliquota de 100ul (0,1ml) e transferir para meio
liquido Luria-Bertani (LB)

Colocar os tubos de ensaio em estufa bacteriolégica por 18 a 24 horas a 35- 37°C;
Observar o crescimento bacteriano no meio liquido através da turvacao

Semear aliquotas do crescimento do meio liquido em meios especificos para o
isolamento bacteriano.

Incubar as placas em estufa bacterioldgica por 18-24 horas a 35-37°C

Observar as caracteristicas macroscopicas das col6nias formadas em cada meio de
cultura especifico utilizado para o isolamento.

09.ALTERAGCOES EM RELAGCAO A REVISAO ANTERIOR

Item alterado Descricao das alteracoes

10. ANEXOS

Nao se aplica
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