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O presente relatorio de atividade profissional visa obter o grau de Mestre em
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Porto que passam pelo apoio a aulas laboratoriais, estagios profissionais, dissertagdes de
mestrado e teses de doutoramento, elaboracdo de protocolos e implementacdo de
trabalhos para as aulas préticas, realizacdo de analises microbioldgicas em aguas para
consumo humano, superficiais e balneares e apoio a iniciativas do referido departamento

e/ou Universidade do Porto.

O percurso académico e profissional permitiu a aquisicdo de conhecimento e
competéncias na area da Engenharia do Ambiente e o desenvolvimento da capacidade de

trabalho em equipa, capacidade organizacional e competéncias sociais.

A constante vontade em atualizar conhecimentos e adquirir novas competéncias

técnicas foram um incentivo para realizacdo deste trabalho.
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Introducéo

1. Introducéao

1.1. Enquadramento

Na atualidade a FEUP ministra um curso de licenciatura e um mestrado, 9
mestrados integrados, 2 doutoramentos e 21 programas doutorais (alguns em colaboracao
com outras Universidades), desenvolvendo também actividades de investigacdo e
inovacdo de nivel internacional. Assim sendo, verifica-se uma transmisséo e difuséo de
conhecimentos com formacéo de profissionais de elevado nivel e futuros lideres na area

da engenharia e afins, assim como a promoc¢do do bem-estar da sociedade global.

A organizacdo da FEUP passa por um Conselho de Representantes que nomeia o
Diretor que por sua vez delega func6es nos Conselhos Cientifico, Pedagogico e Executivo

e no Orgdo de Fiscalizacdo conforme se esquematiza na Figura 1.1.

Conselho Executivo

—  Conselho Cientifico

Diretor

Conselho Pedagogico

Conselho de Representantes

Orgédo de Fiscalizagdo

Figura 1.1 - Organograma institucional da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

Para obtencdo de informacdo mais detalhada sobre a atividade e modo de

funcionamento da FEUP esta disponivel em www.fe.up.pt.

A FEUP tem 84000 m? de edificios, mais de 23000 m? de areas verdes, mais de
8000 estudantes e 442 professores e investigadores (ETI) distribuidos por nove
departamentos, entre os quais 0 Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) — Figura
1.2.



http://www.fe.up.pt/
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Figura 1.2 - Fotografia da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto — Polo da Asprela

A missdo e objectivos do DEQ/FEUP sdo assegurar e/ou apoiar: i) 0 ensino em

cursos de licenciatura/ mestrado integrado, pos-graduacéo e formacao continua da FEUP

i) a investigacdo cientifica e o desenvolvimento tecnoldgico, e iii) a prestacdo de servi¢os
ao exterior.

A organizacao e gestdo do DEQ passam por um Diretor que pode delegar funcGes
na Comissdo Executiva, Conselho de Departamento e Assessorias para 4 areas de

intervencdo distintas. Na Figura 1.3 apresenta-se o organograma do departamento

Comissao Executiva

Qualidade, ambiente e
seguranca

Conselho de

Departamento

Direcéo

Iniciativas FEUP
Assessorias

Patrimonio,
documentacéo e
informacao

Relagdes com o exterior

Figura 1.3 - Organograma do Departamento de Engenharia Quimica
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Atualmente, o DEQ assegura o Mestrado Integrado em Engenharia Quimica
(MIEQ), e tem uma participacdo relevante nos Mestrados Integrados em Engenharia do
Ambiente (MIEA) e em Bioengenharia (MIB) da FEUP. Relativamente aos cursos de 3°
ciclo, o DEQ é responsavel pelo Programa Doutoral em Engenharia Quimica e Biologica
(PDEQB), pelo Programa Doutoral em Engenharia da Refinacdo, Petroquimica e
Quimica (PDERPQ) e colabora no Programa Doutoral em Engenharia do Ambiente
(PDEA) — ver Figura 1.4. Para assegurar esta atividade, o0 DEQ conta com 36 docentes
permanentes e o apoio de 18 funcionarios técnicos e administrativos (Figura 1.5). A
maioria dos docentes sdo investigadores do DEQ exercendo a sua atividade de
investigacdo no ambito de Unidades de Investigagéo e Desenvolvimento da FCT, 4 das
quais sediadas na FEUP (CEFT, LCM, LEPABE e LSRE — Figura 1.4). Destas unidades,
0 LSRE e o LCM tém em parceria 0 estatuto de Laboratério Associado. Os 18
investigadores do DEQ), entre os quais, 4 principais e 12 auxiliares, deram um contributo
importante a atividade de investigacdo desenvolvida no DEQ, para além de colaborarem
nas atividades de ensino.

MIEA

MIEQ

- MIB
Ensino

PDEA

PDERPQ
PDEQB

DEQ

LSRE

- LCM
Investigacao—
LEPABE

CEFT

Figura 1.4 - Esquema representativo do Departamento de Engenharia Quimica.
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Docentes
(36)

Técnicos
(18)

Investigadores
(18)

Figura 1.5 - Recursos humanos do Departamento de Engenharia Quimica.

Como técnica superior no DEQ desenvolvi varias atividades até a presente data que

se podem distribuir por 7 grupos:

Colaboracdo com os docentes no apoio as aulas laboratoriais das unidades
curriculares Laboratérios Integrados |, Microbiologia Geral, Bioquimica
Microbiana, Engenharia de FermentacGes, Enzimatica e de Proteinas, Tecnologia
Ambiental e Alimentar, Ciéncias Biologicas, Microbiologia Ambiental e
Laboratorios de Ciéncias do Ambiente | e IllI, pertencentes aos Mestrados
Integrados de Engenharia Quimica, de Engenharia do Ambiente e Bioengenharia.
As aulas laboratoriais, atualmente, funcionam nos laboratérios de Tecnologias, de

Microbiologia e Biologia Celular e Molecular.

Realizacdo de trabalhos para as aulas praticas acima mencionadas, com vista a

elaboracdo de novos protocolos e/ou alteracdo dos ja existentes.

Realizagdo de trabalhos para o exterior, designadamente avaliacdo da qualidade
microbioldgica de aguas para consumo humano, de aguas superficiais e marinhas

(em zonas balneares) de modo a verificar o cumprimento com a legislagdo vigente.

Apoio aos estudantes que estdo a realizar as suas dissertagdes, no ambito do

mestrado integrado, no Laboratério de Projetos.




VI.

VII.

Introducéo

Sempre que solicitado e/ou necessdrio apoio a investigagdo dos alunos que
realizam a tese de doutoramento nos diferentes programas doutorais (PDEQB,
PDEA e PDERPQ).

Orientacdo de estagiarios oriundos de cursos técnico/profissionais de escolas

secundarias.

Apoio a iniciativas realizadas pela FEUP a nivel do DEQ nomeadamente,
Universidade Junior, Mostra da UP, visitas e relagbes com o ensino secundario e

Semana Profissdo Engenheiro.
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1.2. Competéncias Adquiridas

A licenciatura na Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catélica do Porto
e 0 Curso de Especializagédo na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto,
ambas em Engenharia do Ambiente, permitiram-me encarar o0 mercado de trabalho de

forma confiante e abrir portas a novos desafios.

Os conhecimentos adquiridos na formacdo académica, a realizagdo de formacGes
complementares e a experiéncia adquirida anteriormente foram cruciais para 0 bom

desempenho das func¢des assumidas atualmente na minha atividade profissional.

Embora a dissertagdo se foque unicamente no meu percurso na Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto, ndo posso deixar de referir a minha passagem pelo
IDIT (Instituto de Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica), sito em Santa Maria da
Feira, onde participei na elaboracdo de diagnosticos ambientais em empresas na area da
cortiga, 0 meu primeiro contacto com o mundo fora do meio académico, que me permitiu
aplicar na prética o que havia aprendido no decorrer das licenciatura. Este projeto

decorreu de junho-julho a outubro de 1998.

No mesmo ano inscrevi-me no programa Jovens Técnicos para a Indastria (JTI) -
vertente energia, que consistiu numa parte tedrica (2 meses) e num estagio de 9 meses na
empresa Estamparia Téxtil Adalberto Pinto da Silva, Lda em Vila das Aves, onde
permaneci de janeiro a setembro de 1999. Embora a minha prestacdo na empresa fosse
essencialmente na area da energia, nomeadamente o estudo do consumo energético de
alguns equipamentos utilizados no setor téxtil, foi-me dada a oportunidade de utilizar os
conhecimentos que adquiri com a minha formacdo em Engenharia do Ambiente e

implementar algumas medidas “amigas do ambiente”.

Adicionalmente, e em simultaneo ao meu trabalho na FEUP, elaborei o Plano de
Gestdo Ambiental e fiz o acompanhamento a nivel da gestdo ambiental de uma
empreitada denominada “Avenida Marginal do Parque da Cidade do Porto”ao servico da
empresa Construtora do Tamega, S.A. Tambem elaborei o Plano de Gestdo Ambiental da
empreitada referida e de uma outra denominada “Elevador dos Guindais”. Este trabalho

surgiu no ambito do projeto “Porto 2001

Na FEUP, tive a oportunidade de colocar em pratica varios conceitos que adquiri

com a minha licenciatura em Engenharia do Ambiente. Frequentei a pos-graduagdo em




Introducéo

Engenharia do Ambiente (ano letivo 2000/01), nomeadamente o ramo de especializagdo
em Tratamento de Aguas e Aguas Residuais. Fiz vérias analises de 4guas nomeadamente
determinacdo de parametros fisico-quimicos e microbiologicos e a comparacdo dos
resultados obtidos nas referidas caracterizacbes com a legislacdo vingente. Realizei, a
escala piloto, e no &mbito das disciplinas que apoio a nivel do laboratério, tratamentos
tais como coagulacao/floculacéo, flutuacdo, adsor¢do em carvéo activado e oxidagdo com
reagente de Fenton.

O facto de atualmente trabalhar na area da microbiologia e bioengenharia permitiu-
me aperfeicoar o meu conhecimento sobre microrganismos possibilitando a sua aplicagéo

a nivel dos tratamentos biolégicos, por exemplo.

Ao longo do meu percurso profissional, tive a oportunidade de valorizar o trabalho
em equipa, o0 relacionamento interpessoal, a coordenacdo de atividades e a gestdo de
pequenos conflitos. Toda esta aprendizagem ndo advém somente da formacéo académica

mas também da experiéncia, integracdo e predesposicao de saber fazer.

O apoio ao ensino permitiu a aquisi¢cdo de competéncias pedagdgicas uma vez que
tenho que transmitir conhecimentos e orientar os alunos nos trabalhos praticos e avalia-

los conjuntamente com os docentes das disciplinas.

Com a experiéncia adquiri a capacidade de responder a problemas e situa¢fes novas

gue possam surgir e cumpro com empenho os objetivos que me vado sendo propostos.
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2. Trabalho Desenvolvido

2.1. Apoio ao Ensino

A minha principal fungdo como Técnica Superior da FEUP € o apoio ao ensino,
nomedamente 0 apoio as aulas laboratoriais que decorrem no DEQ. Como apoio ao ensino
entende-se toda a logistica na fase de preparacdo da aula, durante o seu decurso e apés
terminar, bem como a gestdo do laboratorio.

Desde 1999, ano em que iniciei fungbes no DEQ, até hoje passei por diversos
laboratérios, entre os quais laboratorios de quimica, quimica-fisica, microbiologia e
ambiente, este Ultimo onde me senti mais a vontade e pude praticar e aperfeicoar técnicas
e métodos analiticos aprendidos durante a minha licenciatura.

Neste laboratério apoiei as disciplinas mais ligadas a area do ambiente onde eram
realizados vérias determinacgdes fisico-quimicas que permitem avaliar a qualidade das
aguas tais como: sélidos totais (suspensos e dissolvidos), solidos volateis e sedimentaveis,
nitritos, nitratos, azoto amoniacal (N amoniacal) e Kjeldahl (NTK), 6leos e gorduras,
detergentes, sulfatos, cloretos, dureza, alcalinidade, turvagdo, cor, caréncia quimica de
oxigénio (CQO), caréncia bioquimica de oxigénio (CBOs), carbono orgénico total (COT),
fosforo total e dissolvido, metais (espectrometria de absorcao atomica), entre outros. Tive
também a oportunidade de testar processos de tratamento de &guas e aguas residuais:
coagulacao/floculagéo, flutuagéo, adsorcdo em carvéo activado e oxidagcdo com reagente
de Fenton.

No que se refere aos processos de tratamento estes tinham como principal objetivo
promover o conhecimento dos alunos e fornecer-lhes exemplos de aplicacdo das referidas
tecnologias, nomeadamente:

- Coagulacdo/Floculacdo — tratamento de um efluente téxtil permitindo a remocéo
de cor e matéria organica atraves da adi¢do de um sal de aluminio (coagulante) que
permite a destabilizacdo das particulas coloidais promovendo a aglomeracgdo destas em

particulas com maior dimensdo através da adi¢do de um floculante (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Fotografia representativa do tratamento do efluente de tingimento téxtil por

coagulagdo/floculacéo.

- Flutuacdo — remocao de sélidos em suspensdo de um efluente da industria do papel
através da injecdo de ar na agua residual sob presséo (Flutuacdo por ar dissolvido) seguida
de descompressdo, fazendo com que as particulas recobertas com microbolhas de ar
fossem arrastadas para a superficie (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Fotografia representativa do tratamento do efluente da industria do papel por flutuagéo.

- Adsorc¢éo — consiste na adesdo de um composto modelo (fenol) numa matriz sélida

porosa, no caso, carvao ativado (Figura 2.3).
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Figura 2.3 - Fotografia representativa da remocéo do fenol por adsorcéo.

- Oxidagdo avancada com reagente de Fenton — remocdo de cor e matéria organica
por oxidacdo com radical hidroxilo gerado pela decomposi¢éo catalitica do perdxido de

hidrogénio em meio &cido na presenca do catalizador ido ferroso (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Fotografia representativa do tratamento da agua residual gerada na industria de tingimento

téxtil por processo oxidativo avangado de Fenton: A- Efluente a tratar, B- Inicio da reacdo, C- Ap6s
tratamento.

Atualmente dou apoio nos laboratérios de Tecnologias, de Microbiologia e Biologia
Celular e Molecular, dos quais, até ao ano anterior fui principal responsavel, dividindo
neste momento a responsabilidade com uma colega, também ela Técnica Superior. Para
além de duas Técnicas Superiores os laboratérios contam também com uma Assistente
Técnica que presta todo 0 apoio necessario.

A minha funcdo passa por gerir o laboratério como um todo, incluindo gestdo de

bens (equipamentos, reagentes, ...) e servicos.
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Semestralmente, e se possivel antes do inicio das aulas laboratoriais, € feito um
levantamento das necessidades a nivel dos reagentes e/ou meios e material para que as
aulas laboratoriais decorram sem problemas, prevendo eventuais atrasos e imprevistos
que possam surgir. E efetuada uma consulta prévia a algumas empresas e depois de
analisados os varios orcamentos recebidos é solicitada a abertura de um PAD (Pedido de
Autorizagdo de Despesa) ao servigo de contabilidade da FEUP e efetuada a encomenda
logo que a despesa tenha sido autorizada.

Todos o0s equipamentos existentes nos laboratorios possuem manuais de utilizacao
rapida com as instrucbes essenciais para o seu funcionamento, documentos que fui
elaborando a medida que se foram adquirindo os equipamentos (ver ponto | do anexo).
Também ¢€ realizado o controlo da utilizacdo do equipamento com folhas de registo; uma
para a marcacdo (em algum equipamento) e uma para o registo de utilizacdo, em que o
utilizador regista a utilizacao e, se for o caso, a ocorréncia de algum erro.

No final de cada ano é efetuado um relatorio com a percentagem de utilizacdo de
algumas pecas de equipamento como as autoclaves, a centrifuga de alta velocidade, o
leitor de microplacas e o microscépio dptico com aquisi¢do de imagem.

Em caso de avaria de algum equipamento, recorremos a percentagem de utilizacéo
por parte de cada utilizador e imputamos os custos associados para liquidar a fatura
referente ao arranjo e/ou manutencdo do referido equipamento. No ponto Il do anexo
apresento os graficos com o tratamento dos referidos dados.

Os laboratorios nos quais estou inserida suportam aulas laboratoriais que integram
0s cursos de Mestrado Integrado em Engenharia do Ambiente (MIEA), Engenharia
Quimica (MIEQ) e Bioengenharia (MIB) (ver Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Unidades curriculares lecionadas nos laboratdrios de Tecnologias, de Microbiologia
e Biologia Celular e Molecular
Cursos Unidades Curriculares

MIEA Microbiologia Ambiental
Laboratdrios de Ciéncias do Ambiente I*
Laboratdrios de Ciéncias do Ambiente 111

MIEQ Ciéncias Bioldgicas
Bioquimica Microbiana
Engenharia das Fermentac6es
Engenharia Enzimatica
Engenharia de Proteinas

MIB Laboratorios Integrados 1*
Laboratorios Integrados 111**
Microbiologia Geral
Bioguimica Microbiana
Engenharia das Fermentactes
Engenharia Enzimatica
Engenharia de Proteinas
Tecnologia Ambiental
Tecnologia Alimentar

* - Terminou no ano letivo 2012/2013

** _ Substituida por Microbiologia Geral

As disciplina de Laboratérios de Ciéncias do Ambiente | e Laboratérios Integrados
I deixaram de ser lecionadas nos laboratorios atras referidos devido a recentes alteracoes
nos planos de estudos dos diferentes cursos.

As aulas laboratoriais sdo dadas pelo professor responsavel pela unidade curricular
em guestdo, encontrando-me sempre presente para apoio ao professor.

Para o bom funcionamento das aulas laboratoriais ha toda uma logistica na sua
preparacdo. Cabe-nos a nos, Técnicas, a responsabilidade dessa tarefa. No dia da aula as
experiéncias estdo montadas por grupos nas bancadas, prontas para os alunos iniciarem

0s seus trabalhos sob a orientacdo do professor e do técnico.
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Uma das minhas funcGes é a alteracdo/melhoria dos trabalhos experimentais
sugeridos pelo professor responsavel no &mbito da unidade curricular a que esta afeto.
Todos os trabalhos séo testados e, no caso do trabalho ser novo, s&o muitas vezes
sugeridas alteracdes para melhorar os objetivos do trabalho e/ou interesse para o aluno.

Neste contexto foi-me proposto a elaboracdo de alguns protocolos para serem
utilizados nas aulas e/ou em analises bacterioldgicas de aguas em resposta a Servigos
externos & FEUP que constam no ponto 111 do anexo.

Na tabela que se segue apresentam-se de forma esquematizada a lista dos protocolos

que elaborei e as unidades curriculares em que sdo utilizados.

Tabela 2.2 - Trabalhos relizados e unidades curriculares interligadas
Unidades Curriculares Titulo do trabalho
Laboratério de Ciéncias do Ambiente ~ Water quality — detection and enumeration
i of Escherichia coli and coliform bacteria
(1SO 9308-1)

Water quality — detection and enumeration
of intestinal enterococci (ISO 7899-2)

Tecnologia Alimentar Secagem de magé

Caracterizacdo fisico-quimica e reoldgica
de iogurtes

Bioquimica Microbiana Teste da rezasurina como indicador da
qualidade do leite

Microbiologia Geral PNA-FISH para identificacdo de um

microrganismo

Uma das fundamentais preocupacdes é transmitir aos alunos os conceitos basicos
de microbiologia e fornecer-lhes as técnicas principais que Ihes permitam explorar o
universo da microbiologia e interligar esta disciplina com as respetivas areas de estudo.

De seguida apresenta-se de forma mais clara e resumida o objetivo dos trabalhos

experimentais realizados em cada unidade curricular.
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2.1.1. Microbiologia Ambiental

Sendo uma disciplina do primeiro ano do curso de MIEA pretende-se que os alunos
tomem contacto com as técnicas basicas da microbiologia e adquiram conhecimentos
fundamentais para serem capazes de os utilizar na formulacéo, resolucéo e discussao de
problemas ambientais.

Os engenheiros do ambiente tém vindo a utilizar microrganismos para
descontaminar locais poluidos. Adicionalmente, o0s engenheiros do ambiente
implementam metodologias que evitam a contaminagdo com organismos nocivos.

Estas aulas fornecem aos alunos um conjunto de ferramentas que lhes permitem
resolver diversas questdes ambientais.

Desde a primeira aula séo dadas a conhecer as regras gerais de conduta e seguranca
num laboratério de microbiologia, ndo esquecendo que todas as culturas devem ser
consideradas como potencialmente perigosas e tratadas como tal. Os alunos trabalham
com microrganismos que poderdo ser patogénicos para 0 homem, sendo por isso
necessario tomar precaucdes e cumprir regras de assepsia de modo a evitar a sua propria
contaminacéo e a dos outros.

De forma resumida é-lhes explicado que meios de cultura existem ao nosso dispor

no mercado, como se pode verificar na tabela que se segue.

Tabela 2.3 - Classificagdo dos meios de cultura
Meios de cultura

Estado fisico Liquido
Sélido
Semi-sélido

Composicéo Definidos
Complexos

Aplicacéo Gerais
Diferenciais

Seletivos

Outro ponto que é focado séo os métodos de esterilizagdo mais comuns (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Métodos de esterilizagao.

Outro conceito muito importante e que também é explicado é o isolamento e
purificacdo de culturas. Na natureza é possivel encontrar microrganismos em todos o0s
locais, incluindo aqueles que apresentam caracteristicas extremas para 0 Homem. A
obtencdo de culturas puras é uma constante necessidade de um microbidlogo. Qualquer
amostra recolhida, seja um solo, uma agua, ou mesmo um alimento vem carregada com
varios tipos de microrganismos. Para poder caracterizar um determinado tipo de
microrganismo presente nessa amostra € necessario separa-lo dos restantes. E entio
necessario isola-lo de modo a obter uma cultura pura.

A base deste trabalho é precisamente o isolamento, purificacdo e identificacdo de
microrganismos. Para isso e ao longo de varias aulas os alunos vao avaliar uma amostra
e fazer todos 0s ensaios necessarios.

A cada grupo de alunos € fornecida uma suspensdo contendo microrganismos que
numa primeira fase terdo que fazer a enumeracdo dos microrganismos heterotréficos
totais, utilizando a técnica do espalhamento em meio geral e a inoculagdo em meios

seletivos utilizando a técnica do estriamento no caso dos meios solidos.
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Figura 2.6 - Exemplos de meios seletivos utilizados para isolar diferentes microrganismos. Rose Bengal
Chloramphenicol Agar — Rhodotorula rubra; Cetrimide Agar — Pseudomonas fluorescens;Mannitol Salt

Phenol-Red Agar - Staphylococcus epidermidis; mfc Agar - Escherichia coli.

O passo seguinte é propagar em meio solido geral os microrganismos isolados.

Os alunos avaliam as coldnias obtidas caracterizando-as quanto a forma, elevagdo
e margem.

Ap0s a caracterizacdo colonial, segue-se a caracterizagdo da morfologia celular de
um dos microrganismos isolados. E entdo efetuada a preparacdo de um esfregago para

efetuar a coloragcdo de gram e outro para a coloragdo de endosporos (Figuras 2.7 e 2.8).

Secar com papel

Figura 2.7 - Técnica de coloracdo de Gram.
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Convém referir que entre cada passo é necessario lavar a lamina com agua.

Cobrir com solugéo de safranina 30 s

Figura 2.8 — Técnica de coloracdo de enddsporos.

De seguida é feita a caracterizacdo fisioldgica dos isolados através de um conjunto

de pequenos testes:
- Teste da catalase
- Teste da amilase

- Teste de Oxidacao/Fermentacgdo (O/F)

Figura 2.9 - Teste O/F. Meios antes e depois de inoculados.
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- Teste da oxidase

Figura 2.10 - Teste da catalase positivo (A) e teste da oxidase negativo (B).

- Avaliacdo do potencial de cada um dos microrganismos isolados para
descontaminar ambientes poluidos

Cada grupo avalia a capacidade dos microrganismos para degradar poluentes
ambientais. Utiliza-se o nitrato, uma vez que pode ser usado como aceitador final de
eletrbes de microrganismos com respiracdo anaerdbia (desnitrificantes) e o herbicida
molinato, porque existe um organismo capaz de usar o pesticida como fonte Unica de

carbono e azoto.

Finalmente os alunos estudam o efeito de agentes antimicrobianos (fisicos e
quimicos) sobre o crescimento microbiano. Utilizam agentes antisséticos e agentes

desinfetantes, como o observado na figura abaixo.

Figura 2.11 - Resultados de um antibiograma realizado pelos alunos.
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2.1.2. Laboratorio de Ciéncias do Ambiente 111

No dmbito desta unidade curricular as aulas laboratoriais séo estruturadas de modo
a conciliar os conceitos tedricos com a préatica, permitindo a consolidacdo de
conhecimentos adquiridos noutras unidades curriculares. Os alunos tem aulas em trés
laboratérios diferentes, de areas diferentes mas que se interligam.

Assim sendo, no laborat6rio onde me encontro os alunos aprendem a fazer anélise
de qualidade bacteriologica de aguas de diferentes origens pelo método de filtracdo por
membrana, o que lhes permite fazer a caracterizacdo microbioldgica de efluentes.

No caso especifico é efetuada a detecdo e enumeracdo de Escherichia coli e
bactérias coliformes, respeitando a norma I1SO 9308-1, a detecdo e enumeracdo de
enterococos intestinais (ISO 7899-2) e a enumeracdo de microrganismos viaveis — n° de
colonias a 22 °C e a 37 °C (EN ISO 6222), estando todas as hormas de acordo com 0
Decreto-Lei 306/2007, de 27 de Agosto.

Normalmente é fornecida uma &gua contaminada no laboratério, para garantir que
os alunos visualizam as colonias tipicas e atipicas para cada pardmetro analisado. E
também dada a possibilidade de os alunos trazerem a sua propria amostra de agua.

O meétodo de filtracdo por membrana € um dos métodos analiticos de referéncia
para a enumeracéo dos indicadores de poluicdo (Figura 2.12), sendo por isso utilizado nas

aulas.

Figura 2.12 - Andlise bacteriologica de aguas pela técnica das membranas filtrantes.
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Escherichia coli ( adaptacioda ISO 9308-1)

| Lauryl Sulfate Broth

30C, 4h
442C, 14h

UFC amarelas indicam a
presencade E. coli

Contagem (20-80 ufc)

l Repicar Coldnia

| Fluorocult dev Lactose Peptone Broth |

l 35¢C, 24h J(

Testeindole

Cor Amarela;

Formagdo de gas;

Fluorescénciaa 366nm J(
Indicam a presenga de E. Coli

l Reagente de Kovacs

l

Cor vermelhaindica
presenga de indole

Se ndo houver alteragdes
incubar até 48h

Figura 2.13 - Esquema do método de enumeracéo da Escherichia coli e bactérias coliformes.

Enterococos (ISO 7899-2)

‘ Slanetz and Bartley |

l 362C + 2°C, 44 + 4h

UFC rosa — castanho—
avermelhado escuro

l Transferir Membrana

Bile Esculin— Azide Agar

J/ 44°C £0,5°C, 2h

Coldnias que

produzem pigmento
preto para o meio

l

| Enterococcus faecalis |

!

Contagem (20-80 ufc)

Figura 2.14 - Esquema do método de enumetacdo dos enterococos.
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Uma outra vertente das aulas praticas de LCA 11 é o estudo da biodegradabilidade
de uma agua residual e o efeito da presenca de um pesticida, 0 molinato.

O uso intensivo de pesticidas na agricultura tem vindo a provocar a contaminagéo
de solos e aguas superficiais e de aquiferos. A maioria dos pesticidas sdo moléculas
organicas sintetizadas pelo Homem, com o objetivo final de eliminar pragas (fungos,
ervas daninhas, insectos, etc). Assim, por natureza, estes compostos organicos s&o
toxicos, e para alem dos organismos alvo, podem afectar outros com consequéncias
nefastas para os ecossistemas e para a satde de humanos e de outros animais.

Uma das formas de evitar a contaminacdo ambiental pelos pesticidas é utilizar
microrganismos capazes de o0s degradarem, em processos denominados por
Biorremediacdo. Existem varios métodos para avaliar a eficacia do tratamento biolégico.

Neste trabalho usa-se a Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO), e uma
modificacdo do método Microtox para comparar a capacidade de duas culturas
microbianas mistas para degradar o molinato, um herbicida usado mundialmente na
eliminacdo de ervas daninhas em culturas de arroz.

O teste Microtox foi desenvolvido para avaliar a toxicidade de uma dada substancia
(por ex. compostos organicos e os seus produtos de degradacdo quimica e/ou bioldgica).
Este método baseia-se no efeito que essa substancia tem na atividade de uma bactéria
marinha luminescente (Vibrio fischeri). Assim, na presenca de uma substancia tdxica, as

células desta bactéria emitem menos luz.

2.1.3. Ciéncias Bioldgicas

O objetivo desta unidade curricular é proporcionar um contacto com as técnicas
béasicas de microbiologia de modo a potenciar o uso de sistemas biologicos para fazer ou
modificar produtos e processos industriais e ambientais, dotando os alunos da capacidade
de manipularem microrganismos, fazerem a sua caracterizacao, realizarem crescimentos
e utilizarem os microrganismos em aplicacGes biotecnoldgicas.

Este modulo é constituido por trés aulas praticas. Na primeira aula o objetivo é a
inoculacéo de culturas mistas em meios gerais, onde os alunos inoculam um meio liquido
a partir de uma cultura mista em meio liquido e fazem diluicdo de uma amostra seguida
de espalhamento em meio sélido. E fornecida aos alunos uma cultura com uma mistura
de trés microrganismos conhecidos, designadamente a Escherichia coli, a Pseudomonas

fluorescens e o Staphylococcus aureus.
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Na segunda aula fazem a inoculacdo de microrganismos em meio sélido geral
utilizando a técnica de estriamento, inoculacdo em meio seletivo para identificarem os

microrganismos e coloracéo de gram.

Figura 2.15 - Técnicas de espalhamento e estriamento.

A (ltima aula é um crescimento bacteriano em sistema fechado (batch).

O crescimento bacteriano pode ser entendido como o aumento do ndmero de células
numa determinada cultura. Este processo envolve na maioria das bactérias 0 aumento da
massa celular, do numero de ribossomas, duplicacdo do material genético, sintese de
parede celular e membrana citoplasmatica e divisao celular.

As bactérias estudadas dividem-se através de um processo chamado fisséo binaria
e essa divisdo pode ser acompanhada medindo a massa celular ou medindo o nimero de
células. Na aula € utilizada a medicao da turbidez (densidade Optica) da suspenséo, que é
uma técnica indireta de medicdo da massa celular.

A medicdo da turbidez da suspensdo analisa a quantidade de luz dispersa pelos
microrganismos que constituem a suspensdo celular. A densidade dptica de uma
suspensdo celular é diretamente proporcional ao nimero de células (em suspensdes
diluidas) e pode ser correlacionada com a massa de células ou numero de células apos
construcdo de uma curva de calibracdo. Este método é rapido, simples e ndo destroi a
amostra.

Quando um meio de cultura fresco contendo todos os nutrientes necessarios
essenciais é inoculado com uma estirpe bacteriana e é incubado em condicdes propicias
ao seu crescimento, obtém-se a evolucao do numero de células ao longo do tempo — curva

de crescimento.
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Na Figura 2.16 vem ilustrada uma curva de crescimento tedrica, onde é possivel

visualizar as diferentes fases que a constituem.

Escala semi-logaritmica
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Figura 2.16 - Curva de crescimento tedrica.

A titulo de exemplo, é possivel visualizar na Figura 2.17 as curvas de crescimento
obtidas pelos alunos de CB do ano lectivo 2014/2015.
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Figura 2.17 - Curvas de crescimento obtidas pelos alunos.

Cada linha representa a curva de crescimento bacteriano obtida pelo respetivo

grupo.
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Foram utilizados trés microrganismos diferentes, a Escherichia coli, a
Pseudomonas fluorescens e o Staphylococcus aureus e dois meios de cultura diferentes,
0 meio NB e 0o meio M9 para os alunos poderem comparar os valores obtidos entre grupos.

2.1.4.Bioquimica Microbiana

Esta unidade curricular fornece uma explicacdo abrangente sobre o impacto das
vias metabodlicas dos microrganismos em varias areas da atividade humana. S&o
abordados conceitos fundamentais para a operacao de reatores biolégicos ou de outros
processos microbioldgicos, importantes na engenharia alimentar e ambiental. Promove-
se também a visdo critica sobre vantagens e limitagdes da aplicagdo de microrganismos
em diferentes processos.

Assim sendo, ao longo das aulas laboratoriais os alunos produzem iogurte e fazem
a sua caracterizacdo (pH, proporcdo de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus). E também analisada a sobrevivéncia de microrganismos potencialmente
patogénicos em produtos fermentados (iogurte), comparando com o seu desenvolvimento
no alimento ndo fermentado (leite).

A producdo do iogurte é efectuada através da fermentacdo homoléactica do leite
utilizando uma mistura simbidtica de duas bactérias do acido lactico: Streptococcus

thermophilus e Lactobacillus bulgaricus.

Nas aulas os alunos comecam por fazer a caracterizacdo de um iogurte natural
comercial determinando a razdo Streptococcus thermophilus/Lactobacillus bulgaricus,

fazendo a medicdo do pH e verificando a relagio peso/volume.

Para determinar a razdo dos microrganismos € utilizado o meio ST para enumerar

o0 Streptococcus thermophilus e 0 meio LBA para enumerar o Lactobacillus bulgaricus.

Depois de isolarem e propagarem os microrganismos passam a biomassa obtida
para tubos com agua estéril e congelam para posteriormente liofilizarem as células de

cada microrganismo para usarem como inoculo na producéo de iogurte.

Antes da producéo do iogurte, é necessario testar a qualidade do leite utilizado. Para

esse efeito é realizado o teste da resazurina.

O teste da resazurina € um método que estima o teor bacteriano do leite gracas a

correlacdo existente entre o nimero de bactérias presentes e a mudanca de cor do leite ao
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fim de um periodo de tempo. Este método baseia-se no fato das bactérias consumirem O

do leite, através do seu processo respiratdrio, tendo como resultado a reducéo do corante.

A resazurina apresenta uma coloracéo azul em leite de boa qualidade, o abaixamento do

potencial de oxidacdo-reducdo do leite faz o corante apresentar uma coloracao rosa.

A Figura 2.18 representa um esquema do teste da resazurina.

[ ]

10 mL leite

1 mL solugdo de
resazurina a 0,05%

37eC
jj 15 min
|

Figura 2.18 - Representacdo simplificada do teste da resazurina.

De seguida apresenta-se a tabela com os resultados do teste.

Tabela 2.4 - Resultados do teste da resazurina

Cor Qualidade
Azul Excelente
Roxo Bom
Lavanda Regular
Rosa Mau
Branco Péssimo
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Figura 2.19 - Qualidade do leite — teste da resazurina.

Estdo entdo reunidas as condi¢des para cada grupo produzir o seu iogurte com
algumas variacdes tais como indculo com diferentes proporcdes de microrganismos,
inéculo com iogurte comercial e contaminacdo do iogurte com uma suspensdo de

Escherichia coli.

Antes de colocarem os iogurtes a incubar é necessario retirar as amostras
necessarias para enumerar 0S microrganismos presentes, ou seja, 0 Streptococcus
thermophilus, o Lactobacillus bulgaricus e a Escherichia coli; para este Gltimo utiliza-se

0 meio m-Endo Les.

2.1.5. Engenharia das Fermentacoes

Pretende-se que os estudantes adquiram a capacidade de planear, dimensionar e
analisar a operacdo de reatores com células (em particular, microbianas) em suspenséao e
em agregados celulares (incluindo biomasssa fixa). Esta unidade curricular também visa
dotar os estudantes de conhecimentos de analise e dimensionamento de unidades

complementares de processos fermentativos (agitacdo, arejamento e esterilizacéo).

O programa da disciplina contempla a realizagéo de trés trabalhos distintos abaixo
elencados:
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- Determinacdo do coeficiente de transferéncia de oxigénio em tanques

agitados e arejados

Neste trabalho € efetuada a medicdo do coeficiente de transferéncia de oxigénio
entre bolhas de ar e leveduras Saccharomyces cerevisiae em fermentagédo batch — método
dindmico, determinado o coeficiente global volumétrico de transferéncia de oxigénio e
quantificada a sua correlacdo com a velocidade e caudal de arejamento através do método

quimico de oxidacao do sulfito.

Para o método dindmico os alunos deverdo tracgar as curvas de oxigénio dissolvido
ao londo do tempo para as diferentes condicdes, determinar graficamente o dC./dt para

cada valor de oxigénio dissolvido e determinar os valores de /YO2.X e Ki.a.
Em que:

YLOZ.X - taxa de consumo de oxigénio pelos microrganismos

KL - Coeficiente de transferéncia de oxigénio no meio liquido (m/h)

a - Area interfacial efetiva das bolhas /volume das bolhas de gas no meio (m?/m?®)

O sulfito de sodio é determinado através duma titulacdo iodomeétrica por retorno,
por adi¢do de um excesso de solucgéo de iodo, que reage com o sulfito de acordo com a

equacao:

SO3% + lo + HoO » SO4% + 21"+ 2H*

O excesso de iodo é entdo titulado com uma solucao padréo de tiossulfato de sédio:

25,037 + I > S406% + 2I

Este método envolve uma reacdo quimica rapida que consome 0 oxigénio, a
oxidagdo do SO3* a SO4*. Como indicador do ponto final da titulagéo utiliza-se o amido,

gue passa de azul a incolor.
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Figura 2.20 - Aplicacéo da técnica titulométrica para a determinacdo da taxa de transferéncia de oxigénio.

Para 0 método quimico os alunos deverdo calcular a variacdo da concentracdo de
sulfito de s6dio com o tempo para cada experiéncia realizada e calcular o K.a para as

condigdes escolhidas.

- Cultura continua de Saccharomyces cerevisiae em quimiostato — efeito da taxa

de diluicéo

O objetivo deste trabalho é analisar o efeito da taxa de diluicdo no desempenho de

um biorreator em continuo para o crescimento de células de Saccharomyces cerevisiae.

Ao longo do tempo vai sendo avaliada a concentracdo de biomassa dentro do
biorreator através da densidade dptica na corrente de saida e determinada a concentragdo
de glicose pelo método dos agucares redutores.

- Obtencéo de Penicilina G por operagdo em fed-batch

As penicilinas sdo um grupo de antibioticos produzidos por um fungo do género
Penicillium. Existem varios tipos de penicilina, sendo a penicilina G uma das mais
notaveis. Apds a sua descoberta, a penicilina rapidamente se popularizou devido a sua

alta atividade antimicrobiana combinada com a sua baixa toxicidade para o ser humano.

Neste trabalho pretende-se produzir penicilina G utilizando uma estirpe de

Penicillium chrysogenum, um fungo estritamente aerobio, que cresce na forma de hifas
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(filamentos longos e ramificados). A morfologia filamentosa do fungo faz com que o

meio de cultura onde ele cresce apresente elevada viscosidade.

O trabalho é realizado em trés etapas, na primeira faz-se o crescimento do fungo,
segue-se a extracdo da penicilina G e por ultimo sdo realizados testes de sensibilidade dos

micoroganismos aos antibioticos.

Figura 2.21 - Inoculacdo de um biorreator para producéo de Penicilina-G.

2.1.6. Engenharia Enzimatica

Nesta unidade curricular pretende-se conferir aos alunos aptidGes basicas para
conceber, dimensionar e otimizar a operacdo de reatores enzimaticos em sistemas
diversos; e consequentemente reforcar a sua proficiéncia no desenvolvimento e
implementacdo de processos industriais de base biotecnoldgica incorporando tecnologia

enzimatica.

Nas aulas laboratoriais os alunos tém a oportunidade de realizar trés trabalhos,
sendo um deles um projeto aberto consistindo na elaboracdo de um protocolo

experimental do estudo do potencial biocatalitico de uma enzima de utilizagéo corrente.
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- Determinacdo das constantes cinéticas da invertase em células livres e

imobilizadas em alginato

Este trabalho tem por objetivo a determinacao dos parametros cinéticos da hidrolise

da sacarose pela invertase que € uma enzima intracelular:

+ Invertase
Sacarose - Glucose + Frutose

+ H20

Sdo utilizadas células de Saccharomyces cerevisiae como fonte de invertase livre e

imobilizadas num gel de alginato.

No final do trabalho os alunos calculam as constantes cinéticas e a atividade
especifica para a enzima livre e imobilizada, o fator de efetividade global para cada

concentracdo de substrato e determinam o coeficiente de difusdo médio.

- Determinacédo da concentracgdo de penicilina G com recurso a um biossensor

Para a detecdo e quantificacdo da penicilina recorre-se muitas vezes a aplicacéo de
tecnologia enzimatica e ao desenvolvimento de biossensores. O funcionamento dos
biossensores baseia-se na acdo conjunta de enzimas ou células imobilizadas e de um
detetor analitico para o produto da reagdo biocatalizada que pode ser um elétrodo de pH

ou de potencial redox, por exemplo.

Um dos exemplos de combinacdo de enzimas com detetores electroquimicos é a
reacdo de hidrélise catalizada pela enzima penicilina acilase na producdo de acido 6-
aminopenicilamico (6-APA). A producdo do 6-APA tem importante interesse comercial

pois é usado como percursor na producdo de diversas penicilinas.

Neste trabalho a penicilina acilase serd utilizada na construcéo de um biossensor. A
enzima pode ser imobilizada num elétrodo de pH (vidro), por adsorcdo e reticulagdo com
glutaraldeido. A libertacdo do produto secundario da reagdo produz uma variagdo no pH
que ¢ detetada pelo eléctrodo, permitindo medir a atividade enzimatica e a concentragdo

de penicilina G em solug&o.
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Penicilina G - > Acido fenilacético + 6-APA

2.1.7. Engenharia de Proteinas

O objetivo desta unidade curricular é a producdo, purificacdo e analise de uma

proteina recombinante.

A necessidade de obter grandes quantidades de proteina para diferentes fins levou
ao desenvolvimento de sistemas de producdo de proteinas in vivo. A escolha de um
determinado sistema de producdo depende principalmente das caracteristicas da proteina
e do fim a que se destina. A bactéria Escherichia coli (E. coli) é o sistema de producéo in

vivo mais comum.

A expressdo em E. coli € um método apropriado quando a proteina ndo requer
modificacdes pos-translacionais complexas, permitindo a sua obtencdo na forma soltvel
ou em corpos de inclusdo, em grande quantidade e com a estrutura correcta e

consequentemente funcional.

A estratégia basica passa pela clonagem do gene correspondente num vector de
expressao e a transformacéo das bactérias com esse vector. Quando se pretende producéo
de uma grande quantidade de proteina, pode utilizar-se um fermentador para crescer o
microorganismo, seja ele uma bactéria ou levedura. O vector de expressdo € em geral um

plasmideo no qual deve ser clonada a sequéncia do gene que se pretende expressar.

Um dos plasmideos mais comuns € o pET, representado na Figura 2.22.
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Figura 2.22 - Representa¢do esquematica dos vector de expressdo pET-28a(+) e pFM23.

Neste trabalho, o vector de expressao utilizado foi o pFM23, ilustrado na Figura

2.22, que teve como base o pET-28a.

Na expressao e purificacdo da proteina utiliza-se Escherichia coli JM109 com o
plasmideo pFM23, contendo o gene da eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein).
Apbs inducdo com IPTG, as células contendo o produto séo recolhidas por centrifugacéao
e sonicadas. Ao sobrenadante deste sonicado aplica-se uma cromatografia por afinidade
em resina Ni-NTA (His-Catch Metal Chelating Cellulose, Ni2+ Precharged, Bioline). A
cromatografia de afinidade tem a desvantagem de contaminar a amostra com o composto
que desloca a proteina que pode ser separado por dialise. O contetdo cromatografico é

entdo colocado numa manga de diélise (Figura 2.23).

Figura 2.23 - Cromatografia por afinidade e processo de dialise.
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As amostras recolhidas durante o processo de extraccao e purificacdo sdo ensaiadas
pelo método do BCA, para quantificacdo de proteina total, utilizando um kit comercial
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific).

As amostras sdo colocadas em placas de 96 pocos, sendo incubadas a 37 °C por 30
min, com a placa protegida da luz. A absorvancia € lida a 562 nm e 595 nm, num leitor

de microplacas.

A quantificacdo da eGFP é efetuada por leitura de fluorescéncia das amostras em
placa de 96 pocos, com 200 uL por pogo, excitacdo a 488 nm e deteccdo da resposta a
507 nm (Figura 2.24).

Figura 2.24 - Quantificag8o da proteina.

No final é efetuada a analise da eGFP com SDS-PAGE (Figura 2.25).
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Figura 2.25 - Representacdo esquematica da cromatografia em gel SDS-PAGE.

34



Trabalho Desenvolvido

Na Tabela 2.5 € possivel visualizar a composi¢do dos géis utilizados.

Tabela 2.5 - Composicéo dos geis de proteinas

Reagentes Gel Resolvente  Gel de Empacotamento
30%Acrilamida/4%Bisacrilamida 3.76 mL 830 pL
1.5M Tris-HCI pH 8.8 3.75mL
0.5M Tris-HCI pH 6.8 --- 1.26 mL
10% m/v SDS 94 pL 50 pL
Agua desionizada 1.58 mL 2.71 mL
TEMED 15 pL 10 pL
10% m/v APS 150 pL 50 pL

Convém evidenciar um truque utilizado na preparacao do gel resolvente. O gel em
polimerizacéo é recoberto com butanol, para nivelar a sua fronteira, permitindo que o gel
de empacotamento ao ser colocado sobre o gel resolvente tenha um limite bem definido.
A funcdo do butanol é reduzir a tensdo superficial das interfaces gel-ar e gel-vidro,

evitando que o gel forme um menisco.

Na Figura 2.26, é possivel ver o exemplo de um gel obtido pelos alunos no ano
letivo 2014/15.

Gel de proteinas Precision Plus Protein™ Unstained Standards #161-0363

- 250D

|
!

M — marcador de peso
GFP - proteina

Figura 2.26 — Gel de proteinas e marcador de peso.
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2.1.8. Microbiologia Geral

Nesta unidade curricular sdo apresentados aspetos fundamentais aplicados da
Microbiologia Geral. Os trabalhos laboratoriais estao relacionados com a identificagéo de

culturas de microrganismos por varios métodos microbioldgicos e de biologia molecular.

Aos alunos é permitida a enumeracéo, isolamento e purificacdo de microrganismos
presentes numa amostra. E efetuada a caracterizagdo morfoldgica e fisiologica dos
microrganismos e, simultaneamente, a amplificacdo e sequenciacdo de um marcador
filogenético (gene rRNA 16S ou rRNA 18S) permitira a identificacdo do microrganismo
isolado. E também testado o efeito de agentes antimicrobianos sobre o crescimento do

isolado e e desenhada uma sonda de PNA-FISH para sua identificagdo/quantificacéo.

Na prética os alunos na area da biologia molecular fazem:
- Extracdo de DNA total e eletroforese

Depois de observarem a cultura do isolado obtida em aulas anteriores e confirmado
a sua pureza, a mesma é utilizada para extrair o DNA total e para caracterizar a sua

morfologia celular.

O DNA é obtido por fervura (95 °C, 10 min) seguida de arrefecimento rapido em
gelo (5 min).

A eletroforese do DNA total é efetuada em gel de agarose 0,7% e as amostras sao
preparadas misturando 2 pL de loading buffer (azul de bromofenol/glicerol) com 8 uL de

amostra de DNA total e corre a 90 V durante 35 a 50 min.

As bandas de DNA séo visualizadas colocando o gel num transiluminador.
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Figura 2.27 - Eletroforese em gel de agarose.

- Amplificagdo do gene rRNA 16S ou rRNA 18S - Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Neste estudo sdo usados os primers 27 F (5 GAG TTT GAT CCT GGC TCA 3°)
e 1492R (5 TAC CTT GTT ACG ACT T 3°) (posigdo nucledtidos 27 e 1492 da estirpe
referéncia Escherichia coli) e os primers 515F (5 GTGCCAAGCAGCCGCGGTAA 3°)
e 1209R (5 GGGCATCACAGACCTG 3’) (posi¢ao nucledtidos 515 a 1209 da estirpe
referéncia Saccharomyces cerevisiae), para amplificacdo do gene rRNA 16S e rRNA 18S,
respetivamente. Assim, neste trabalho, é esperado um fragmento de 1500 pb e de 700 pb,
para amplificacdo do gene rRNA 16S e rRNA 18S, respetivamente.

Figura 2.28 - PCR-Amplificacdo dos fragmentos.
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- Eletroforese (verificacdo da eficiéncia da amplificacéo)

A verificacdo de uma correta amplificacdo é feita recorrendo a uma eletroforese em
agarose, onde se corre em simultdneo um marcador de peso molecular, que permite, por
comparagdo da migracdo das bandas, determinar o tamanho do fragmento amplificado
(Figura 2.29).

GeneRuler™ Express DNA Ladder

0'GeneRuler™ Express DNA Ladder,
ready-to-use
bpngipg %

— B0 400 80

= — 000 400 80
B2 _ 000 400 80
N _ 1500 1000 200
2

a — 1000 400 &0
Q - T50 400 80
g S0 1000 200
g — a0 500 100
= 100 500 10.0
:{

0.5 pgtane, 8cm kngth gel,
1K TAE, 7 Wem, 40 min

Figura 2.29 - Representacdo esquematica dos diferentes fragmentos que compde o marcador de peso

molecular e respetivo tamanho.

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR sdo separados em gel de agarose a
1,5% (p/v), usando 90 V durante 40 min. Em cada poco do gel, serdo aplicados 5 pL de

amostra + 2 uL loading buffer.

Apdbs amplificacdo correta do fragmento do gene segue-se a purificacdo do produto
do PCR e sua subsequente sequenciacdo. A sequenciacdo é feita por uma empresa
comercial credenciada, pelo método de Sanger seguida de uma eletroforese capilar,
obtendo-se no final um cromatograma, que nos indica a sequéncia do fragmento
amplificado. Esta sequéncia sera posteriormente usada para identificacdo do

microrganismo em estudo.
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- Identificacdo do isolado através da comparacéo da sequéncia do gene rRNA

16S ou rRNA18S com as sequéncias disponiveis em bases de dados

A cada grupo é fornecido o cromatograma obtido por amplificacdo do gene rRNA

16S ou rRNA 18S para analise da sequéncia e posterior construcao da arvore filogenética.

A analise é efetuada utilizando os programas BioEdit e MEGA de "download”
gratuito nos seguintes sites: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html e
http://www.megasoftware.net/mega.php, respetivamente. Depois de verificar a sequéncia
na totalidade a mesma deve ser copiada (excluindo os nucle6tidos iniciais e finais, pois
sd0 zonas cuja sequenciacdo estd mais sujeita a erros) e colada no site "Basic Local

Alignment Search Tool" (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

- Técnicas independentes de cultivo

As técnicas de Biologia Molecular tém vindo a ser utilizadas nao s6 para conhecer
a composicdo e funcionamento das células, mas também para estudar os microrganismos
sem ter que os cultivar, como por exemplo por amplificacdo do gene rRNA 16S, como
referido acima. Outro exemplo é o FISH (Fluorescent in situ Hybridization), que permite
identificar organismos especificos numa amostra ambiental, recorrendo a sondas que irdo
hibridar especificamente com um gene alvo presente apenas no organismo que se quer

identificar.

Ap6bs identificacdo do microrganismo e verificacdo da existéncia de concordancia
entre os dados fenotipicos e os obtidos baseando-se na analise do genotipo, é possivel

desenvolver sondas especificas para identificagdo in situ do microrganismo estudado.

Utilizando os programas descritos nas aulas tedricas, e com base na sequéncia de
16S/18S rRNA obtida, os alunos poderdo desenhar uma ou mais sondas para o
microrganismo em estudo. As sondas devem ter 15 bases de comprimento. A avaliacdo
final das sondas deve ser feita no site do ‘“Ribosomal Database Project”

(http://rdp.cme.msu.edu/).

Assim os alunos utilizam o meétodo de PNA-FISH para identificacdo do

microrganismo isolado.
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Na secdo 111.3 do anexo € possivel a visualiza¢do na integra do protocolo com o
método de PNA-FISH.

2.1.9. Tecnologia Ambiental

O objetivo desta unidade curricular € o desenvolvimento de capacidades de
integracdo de conhecimentos na operacdo e projeto de processos e tecnologias de
tratamento do ar, dos residuos sélidos e da agua e efluentes liquidos.

Nas aulas laboratoriais os alunos vao analisar a tratabilidade de uma agua residual
sintética utilizando dois reatores diferentes: reator de lamas ativadas (mistura completa)
e reator de biodiscos. Neste trabalho o que se pretende é efetuar um tratamento secundario
com uma eficiéncia de remocdo, em termos de caréncia quimica de oxigénio (CQO)
superior a 80%.

Os alunos terdo que monitorizar o sistema medindo o caudal de alimentacédo e de
reciclagem de biomassa, a concentracdo do oxigénio dissolvido nos biorreatores e o pH
da alimentacdo, da entrada do reator, do decantador e da saida.

E pretendido que o sistema seja optimizado para uma eficiéncia de remogéo de
CQO maéaxima. Para tal, devem ser testados varios parametros e realizadas algumas
andlises para determinar os sélidos suspensos totais (SST), solidos suspensos volateis
(SSV) e CQO. Os alunos poderdo sugerir outro tipo de analise tais como dureza,

alcalinidade e turvacéo.

Figura 2.30 - Determinagdo da CQO - digestor e tubos apds digestdo.
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2.1.10. Tecnologia Alimentar

No decorrer das aulas praticas desta unidade curricular os alunos realizam quatro
trabalhos préaticos abaixo descritos e um projeto aberto onde fazem a descricdo completa
de producdo de um alimento a escala industrial e elaboram o diagrama de fluxo do

processo.

- Caraterizacao fisico-quimica e reoldgica de iogurtes

O objetivo deste trabalho é avaliar as carateristicas fisico-quimicas e reolégicas de
trés iogurtes: um iogurte sélido, um iogurte batido e um iogurte liquido.

Os parametros analisados séo:

1) pH

2) Viscosidade, recorrendo a um viscosimetro

3) Acidez total e acidez em &cido latico, determinada por titulagdo com NaOH

4) Solidos totais

5) Proteinas, usando o método de Bradford

6) Acucares redutores, usando o método de DNS

E possivel a consulta deste protocolo na integra uma vez que foi elaborado por mim

no ambito das minhas fungdes no Departamento de Quimica.

- Aguecimento por microondas

A energia do microondas € provocada por uma reacdo electromagnética nédo
ionizante que causa movimento das espécies em solucdo pela migracdo de ides e/ou
rotacdo de dipolo, causadas pelo elevado numero de vezes em que 0 campo
eletromagnético se alterna. Este mecanismo ndo é produzido pela fonte externa de

aquecimento, mas sim pela interacéo entre as microondas e as moléculas da amostra.

A absorcdo da energia das microondas, assim como o comportamento do
aquecimento de materiais alimentares, sdo determinadas pelas suas propriedades fisicas,

térmicas e eléctricas. A polaridade da molécula favorece o aquecimento.

O objetivo deste trabalho experimental ¢ a caraterizacdo do processo de
aquecimento de diversas soluc@es liquidas. Os alunos utilizam agua, glicerol a 30% e

agua com 5 g/L de alginato.
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- Estudo qualitativo e cinético da secagem de magds osmoticamente

desidratadas

O processo de secagem permite a reducdo ou eliminacdo da quantidade de fase
liquida presente num material solido. Esta diminuig&o é pretendida a nivel industrial por
diversos motivos tais como a reducdo dos custos de transporte, otimizacao da conservagéo

e armazenamento dos produtos.

A melhoria da conservagdo dos alimentos associada a secagem é devida ao fato da
diminuicdo do teor de &gua levar a uma diminuicdo da atividade microbioldgica e
enzimatica na degradacdo dos alimentos , bem como a reducéo da potencial degradacgéo

quimica.

O objetivo deste trabalho consiste na determinacdo das curvas de secagem para a
maca. Deverdo ser elaboradas as curvas da humidade em funcéo do tempo e determinado
o valor de humidade critico. Outro ponto a analisar ¢ a influéncia dos dois processos de

conservacao utilizados (NaCl a 1% e acido ascorbico a 1%) na secagem da maca.

Figura 2.31 - Comparacéo do aspecto das magas sem tratamento (A) e ap06s tratamentos com acido

ascoérbico 1% (B) e NaCl 1% (C) com aspeto das macas apds aproximadamente 5 horas de secagem.

Em anexo, secdo I11.5 esta apresentada uma descri¢do detalhada do protocolo.

- Preparacédo de amostras para controlo microbiol6gico de alimentos

Os meétodos para o isolamento e contagem de microrganismos presentes em
alimentos solidos, pastosos ou liquidos, exigem o tratamento prévio da amostra, de forma
a transferir para uma fase liquida os microrganismos presentes no seu interior ou
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aderentes a sua superficie. Ha pois que garantir uma homogeneizacao correta da amostra,

feita geralmente por processos mecanicos.

Para produtos solidos a homogeneizacdo vulgarmente é feita por trituracdo da
amostra na presenca de um diluidor recorrendo a um triturador elétrico com pés giratorias
a alta velocidade. Método este que apresenta desvantagens a nivel microbiol6gico pois o
movimento das pas pode fragmentar possiveis estruturas filamentosas dos
microrganismos e o calor do movimento das pas também pode alterar a microflora

presente na amostra.

Outro método de homogeneizacdo é a colocacdo da amostra dentro de um saco

estéril na presenca de um diluidor; a desvantagem é que a homogeneizacao ndo é perfeita.

O agente diluidor utilizado também é muito importante pois algumas solucGes
utilizadas podem ser toxicas para 0s microrganismos, particularmente para tempos de

contacto excessivos. O diluidor mais utilizado é a 4gua peptonada.

O objetivo deste trabalho é fornecer aos alunos uma estratégia de isolamento de
microrganismos presentes numa maca, introduzindo as técnicas de analise da microflora

contaminante da maca, particularmente o efeito do agente diluidor.

As solucdes de diluicdo utilizadas sdo: solucdo de triptona sal, solucdo de Ringer a

Y4, solugdo de salina peptonada e 4gua desionizada.

Os alunos deverdo determinar o nimero de unidades formadoras de col6nias para
diferentes temperaturas de incubacdo (4, 26 e 50 °C), em funcdo da solucdo de

homegeneizacdo utilizada.

2.2. Trabalhos para o exterior

No meu percurso na FEUP participei em alguns trabalhos para o exterior,
nomeadamente protocolos de colaboracdo entre a Faculdade de Engenharia e entidades
externas, e analises pontuais de amostras de agua (bacterioldgicas e fisico-quimicas)
adjudicadas a FEUP. O meu contributo foi essencialmente a nivel da realizacdo de
analises laboratoriais que permitiram definir a qualidade das aguas analisadas. Neste
contexto sdo elaborados boletins de andlise apresentando-se na sec¢do IV do anexo

exemplos dos mesmos.
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De seguida sdo elencados 0s projetos nos quais participei:

- Avaliacdo da qualidade da &4gua do Rio Ferreira

Este projeto decorreu em 2005 e foram efetuadas analises em 3 pontos de
amostragem. Participei na realizacdo das seguintes andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas: SST, SSV, azoto total (N total), NTK, N amoniacal, nitritos, nitratos,

fésforo total, CQO, CBOs, coliformes totais, coliformes fecais e enterococos fecais.

- Avaliacdo da qualidade da 4gua do Rio Tinto

Participei neste projeto entre setembro de 2004 e margo de 2005.

O objetivo do trabalho foi a avaliacdo da qualidade da &gua do ponto de vista fisico-
quimico e bacterioldgico, com determinacdo de parametros gerais e parametros mais
especificos, tendo em conta a preservacdo e desenvolvimento da vida aquéatica. Foram
realizadas 4 campanhas e consideradas 11 estacfes de amostragem, distribuidas entre um
local imediatamente a montante da ETAR de Rio Tinto e a foz do rio.

De seguida apresentam-se os resultados das determinacdes microbiologicas que

realizei:
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Figura 2.32 - Evolugdo da concentracao de coliformes totais ao longo do periodo de monitorizagéo, no
Rio Tinto.
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Figura 2.33 - Evolucéo da concentragdo de coliformes fecais ao longo do periodo de monitorizacdo, no

Rio Tinto.
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Figura 2.34 - Evolucédo da concentragdo de enterococos fecais ao longo do periodo de monitorizacao, no

Rio Tinto.
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- Avaliacdo da qualidade da dgua do Rio Ancora
Este projeto decorreu entre julho de 2008 e janeiro de 2009 e foram realizadas 3
campanhas com 4 estacGes de amostragem cada. Realizei a analise dos coliformes totais,

fecais e enterococos fecais.
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Figura 2.35 - Evolucéo da concentragdo de coliformes totais ao longo do periodo de monitorizacao, no
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Figura 2.36 - Evolugdo da concentragdo de coliformes fecais ao longo do periodo de monitorizagéo, no
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Figura 2.37 - Evolugdo da concentracéo de enterococos fecais ao longo do periodo de monitorizagdo, no

Rio Ancora.

- Plano de Monitorizagdo Ambiental do Porto de Leixdes - Fase anterior ao
inicio da construcao. Qualidade da &gua e dos sedimentos

Foi objetivo deste trabalho avaliar a qualidade da agua e dos sedimentos no Porto
de Leixdes, antes do inicio das operacdes de dragagem, e num ponto de controlo exterior.
Para a recolha de amostras de agua foram selecionados os locais propostos no Estudo de
Impacte Ambiental, acrescidos de um ponto no posto C, de outro a entrada do canal de
acesso e de um outro fora da area de influéncia do Porto de Leix8es. Relativamente a
caracterizacdo de sedimentos, foram escolhidos 36 locais de amostragem, incluindo o
ponto de controlo estabelecido para avaliar a qualidade da agua e o local destinado a
imersdo do material dragado.

As campanhas para analise da qualidade de 4guas foram realizadas entre agosto de
2005 e abril de 2008 perfazendo um total de 35 campanhas. Quanto a caracterizacdo dos
sedimentos resumiu-se a um total de 8 campanhas entre agosto de 2005 e julho de 2007.
Participei na realizacdo analises fisico-quimicas até 2007 e os pardmetros
determinados para analise da qualidade de dguas foram: nitratos, substancias tensioativas,
COT, chumbo (Pb) total, cobre (Cu) total, zinco (Zn) total, crémio (Cr) total, cadmio (Cd)

total, niquel (Ni) total e mercario (Hg) total. Para caracterizacdo fisica e quimica dos
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sedimentos foram determinados a densidade, teor de Solidos, Cr, Pb, Ni, Zn, Cd, Cu, Hg,
arsénio (As) e toxicidade.
Nas figuras seguintes podem ser visualizadas as estacdes de amostragem para a

caracterizacdo das aguas e sedimentos.

Figura 2.38 - Estages de amostragem para a caracterizacdo da agua.

Figura 2.39 - EstacBes de amostragem para a caracterizagdo de sedimentos.
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- Valorizacdo dos recursos naturais da bacia hidrografica do Mifio-Minho,
Projeto  POCTEP/0234_NATURA_MINO_MINHO 1 E, financiado pelo
Programa de Cooperacao Transfronteirica Espanha-Portugal, 2007-2013

As atividades desenvolvidas incluiram a recolha de informacéo diversa e relevante
acerca da Bacia Hidrografica do Minho, a realizacédo de sete campanhas de monitorizagédo
da qualidade da &gua superficial e de trés campanhas de monitoriza¢do da qualidade dos
sedimentos na Bacia Hidrografica do Minho, a modelacdo matemaética da qualidade da
agua superficial em diferentes condi¢Ges e ainda a utilizagdo de um modelo para a
previsdo de cenarios.

As campanhas de monitorizacdo da qualidade das &guas superficiais foram
realizadas entre maio de 2009 e outubro de 2010 e realizei a determinacdo dos coliformes
totais, coliformes fecais, Enterococos fecais. A area de estudo consistiu no trogo

internacional do Rio Minho e seus principais afluentes como se pode ver na figura abaixo.

Rio Espanha | Espanha
Louro Rio Tea

Cam + Lou *Tea Cab

foz =mim = @ Rio Minho

' < x50 &
VNC Val ManI SM IMou Ale Fri

Cou I : Rio Mouro

Portugal = Espanha
Rio

Coura
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k Valenga Mongio Melgago
de Cerveira

Figura 2.40 - Localizacdo esquematica dos pontos de monitorizacao.

E possivel, analisando as figuras que se seguem, visualizar os resultados obtidos

nas varias campanhas realizadas.
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Figura 2.41 - Evolugdo da concentragdo de coliformes totais ao longo do periodo de monitorizagao, no
Rio Minho.
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Figura 2.42 - Evolucédo da concentracdo de coliformes totais ao longo do periodo de monitorizagéo, nos

afluentes do Rio Minho.
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Figura 2.43 - Evolugdo da concentracdo de coliformes fecais ao longo do periodo de monitorizag&o, no
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Figura 2.44 - Evolugdo da concentracdo de coliformes fecais ao longo do periodo de monitorizacéo, nos

afluentes do Rio Minho.
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Figura 2.45 - Evolugdo da concentracéo de enterococos fecais ao longo do periodo de monitorizagdo, no
Rio Minho.
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Figura 2.46 - Evolugdo da concentracao de enterococos fecais ao longo do periodo de monitorizagéo, no
Rio Minho.
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- Acompanhamento e Monitorizacdo Ambiental da empreitada de Construcao

das obras maritimas do Terminal de Cruzeiros de Leixdes - Fase de Pré-construcéo

Foi objetivo deste trabalho avaliar a qualidade da agua e dos sedimentos no Porto
de Leix0es, antes do inicio das operacdes de dragagem para a construcdo do Terminal de
Cruzeiros. Para a recolha de amostras de 4gua foram selecionados os locais propostos no
Estudo de Impacte Ambiental, acrescidos de um ponto no local de imersdo do material
dragado. Relativamente a caracterizacdo de sedimentos, foram escolhidos 10 locais de

amostragem propostos no Estudo de Impacte Ambiental.

As amostras de adgua foram recolhidas em 7 locais propostos no EIA (TCAOL a
TCAT7) a cerca de 50 cm abaixo da superficie livre da agua, acrescido de um ponto fora
da area de influéncia do Porto de Leix8es (imersdo dos sedimentos) a trés profundidades
(superficie — TCAO08, zona eufotica — TCAQ09 e fundo — TCA10).

A figura abaixo permite visualizar os pontos de amostragem.

TCADT

TCAS
TCACS
TCA10
no vazadours a 5.7 milhes

Figura 2.47 - EstagBes de amostragem para a caracterizacdo da agua.

Foram realizadas 9 campanhas de amostragem decorridas entre agosto de 2009 e abril
de 2011.
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Analisando as figuras abaixo pode ver-se a evolucdo dos parametros

microbioldgicos por mim realizados: coliformes totais, E. coli e enterococos fecais.
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Figura 2.48 - Evolugdo dos coliformes totais ao longo das varias campanhas.
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Figura 2.49 - Evolucdo da E. coli ao longo das vérias campanhas.
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Figura 2.50 - Evolugéo dos enterococos fecais ao longo das varias campanhas.

- Analise das aguas de consumo do Departamento de Engenharia Quimica

Em novembro de 2011 procedi a andlise das aguas de consumo de DEQ na

sequéncia de varios alertas sobre 0 mau sabor da agua em questéo.

Foram recolhidas duas amostras: a agua do garrafdo e a &gua do mesmo garrafao

depois de passar no sistema de filtracdo.

Os parédmetros analisados foram: Heterotroficos totais a 37 °C e a 22 °C, fungos,
leveduras, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Escherichia coli.

Verifiquei que a carga microbiana é muito elevada e pelos resultados da contagem
dos heterotroficos totais € possivel concluir que existem pelo menos 4 microrganismos

diferentes; A presenca da E. coli ndo foi detetada pelo que o resultado foi negativo.

O meio presuntivo utilizado para detetar P. aeruginosa apresentou crescimento
microbiano mas a pigmentacéo das colonias ndo indica a presenca da bactéria ndo sendo

por isso efetuado o teste confirmativo.

A presenca de leveduras também néo foi detetada. Numa das dilui¢bes que utilizei
na analise confirmou-se a presenca de fungos e de uma “pasta” de microrganismos a qual

fiz um esfregaco e verifiquei serem bactérias.
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Os resultados ndo foram muito conclusivos pois para alguns parametros nao existem

valores de referéncia e/ou valores limite na legislacao.

Sugeri a realizacdo de uma analise a uma agua conhecida no mercado e compara-la com
a amostra. Esta, no entanto, ndo deve ser uma analise pontual para poder estudar ao longo
do tempo a qualidade da &gua e tirar conclusdes. Também deverdo ser efetuadas mais

diluicdes.

2.3.  Apoio a dissertagoes/teses

Desde que integrei no DEQ foram vérias as teses nas quais pude prestar a minha
contribuicdo. Em algumas, as quais elenco de seguida, a minha participacdo foi maior
uma vez que realizei a parte das analises microbiologicas, outras apenas dei alguns
conselhos profissionais tanto a nivel pratico como tedrico.

Resumidamente apresento as teses para as quais realizei algum trabalho

experimental:

- Co-compostagem de residuos Avicolas e de Residuos Florestais

Este trabalho constituiu a parte experimental de uma tese de mestrado realizada pela

aluna Maria Elisabete Ferreira Silva realizada em 2003.

O objetivo do trabalho foi aprofundar o conhecimento existente acerca da
possibilidade de co-compostagem de residuos avicolas e florestais. Foram estudados, a
escala piloto, mecanismos associados a bio-oxidacgdo de residuos avicolas com dois tipos
de residuos (o serrim e a palha), no sentido de desenvolver as metodologias necessarias

para controlar e optimizar o processo e a qualidade do composto final.

A minha contribuicdo nesta tese foi dada a nivel das analises microbiologicas. Na
avaliacdo da qualidade do composto em termos microbioldgicos foram estudados os
coliformes totais, coliformes fecais e Enterococcus faecalis e 0 microrganismo

patogénico Salmonella spp.
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- Transformacdes Biogeoquimicas na Bacia Hidrografica do Rio Lis
Este trabalho constituiu a tese de doutoramento da aluna Judite dos Santos Vieira.

Pretendeu-se com este trabalho avaliar a situacdo atual dos recursos hidricos da
bacia hidrogréfica do Lis, no periodo correspondente aos anos hidroldgicos de 2003/04 a
2006/07, em termos de qualidade das aguas, qualidade dos sedimentos e a capacidade de

autodepuracdo relativamente a remocéo de azoto e de matéria organica.

A monitorizacdo da qualidade das aguas na bacia foi efectuada em 16 locais de
amostragem, através de 6 campanhas, tendo em consideracdo os afluentes principais e a
localizacdo das principais fontes poluidoras. A qualidade das aguas foi avaliada em
termos de matéria organica, nutrientes, contaminacéo fecal, clorofila e contaminacéo por
metais. Foram estimadas as principais cargas poluentes a partir do levantamento das

fontes poluidoras e da caracterizacdo de um efluente suinicola.

Embora pontualmente tenha prestado algum auxilio ao nivel das anélises fisico-
quimicas realizadas, novamente o meu contributo foi a realizacdo das analises
microbiol6gicas, nomeadamente os coliformes totais, coliformes fecais e Enterococos

fecais.

- Avaliacdo da Ecotoxicidade de Aguas Superficiais - Aplicacdo a Bacia
Hidrografica do Rio Lega

A avaliacdo ecotoxicoldgica da qualidade de aguas superficiais recorrendo aos
ensaios de toxicidade em laboratério deve ser encarado como um diagndstico
complementar em aguas que evidenciam possivel contaminacdo. Dai que o rio Leca,
considerado um dos mais poluidos da Europa, tenha sido escolhido como alvo de estudo

constituindo a tese de mestrado da aluna Ana Isabel de Emilio Gomes.

Foram realizadas 5 campanhas de amostragem e analise de agua do rio Leca, em 7
pontos de amostragem seleccionados. Foi também recolhida uma amostra de efluente
final da ETAR de Parada. As campanhas foram realizadas em 19 de Fevereiro 2006 ,7 de
Maio de 2006, 21 de Junho de 2006, 15 de Agosto de 2006 e 24 de Setembro de 2006 e
mais uma vez participei na anélise dos coliformes totais, coliformes fecais e enterococos

fecais.
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- Tratamento de Efluentes Téxteis por Processos Combinados de Oxidacao

Quimica e Bioldgica

Este trabalho constitui a tese para obtencdo do grau de mestre da aluna Carmen

Susana de Deus Rodrigues realizada em 2007.

Durante a execuc¢do da parte experimental contribui dando uma pequena ajuda na

realizacéo dos testes de respirometria.

- Otimizacdo Ambiental do Uso de Agua em Edificios

No &mbito da tese de doutoramento da aluna Cristina Maria Monteiro dos Santos,
realizei a analise dos coliformes totais e coliformes fecais de 2 tipos de amostras de aguas:
uma &gua bruta e uma &gua depois de tratada. Ambas as amostras de &gua foram
recolhidas nas instalacGes sanitarias da FEUP. Foram realizadas 4 campanhas entre
dezembro de 2008 e fevereiro de 2010.

- Caracterizacdo das fontes de poluicdo na orla costeira do Concelho de

Matosinhos e respetivo impacte sobre a qualidade das aguas balneares

Este projeto surgiu de um Protocolo de Colaboracdo entre a Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto e a Indaqua Matosinhos — Gestdo de Aguas de
Matosinhos, S.A. , decorrido de janeiro a dezembro de 2009 o qual constituiu tese de

mestrado da aluna Celeste Andreia de Sa Reis.

Constituiu objetivo principal deste projeto avaliar o impacte decorrente da poluicéo
dos recursos hidricos superficiais na qualidade da adgua para fins balneares, no concelho
de Matosinhos. Complementarmente foram caracterizadas fontes de poluigéo difusa e de
origem industrial. As amostras de agua foram recolhidas junto da foz das Ribeiras do
concelho de Matosinhos e, no caso do Rio Onda e do Rio Lega, foram ainda considerados
pontos de amostragem adicionais, no limite do concelho. Foi ainda colhida uma amostra
num coletor de &guas pluviais (CRO), na margem direita do Rio Onda, junto a foz. Total:

13 pontos de amostragem.

As campanhas foram realizadas em janeiro, mar¢o, maio, julho, agosto, setembro e

novembro de 20009.
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As andlises bacterioldgicas foram realizadas por mim, tendo sido analisados 0s

coliformes totais, coliformes fecais, Escherichia coli e Enterococos fecais.

- Textile Dyeing Wastewater Treatment by Single and Integrated Processes of

Coagulation, Chemical Oxidation and Biological Degradation

Na tese de doutoramento da aluna Carmen Susana de Deus Rodrigues dei uma
pequena ajuda na realizac¢ao dos testes de coagulacao/floculacédo, oxidacdo avancada com

reagente de Fenton e testes respirométricos.

2.4. Orientacéo de estagios

No DEQ séo vérios os pedidos de estagios profissionais para alunos por parte de
escolas que lecionam cursos técnico-profissionais. Neste contexto o laboratorio ao qual
estou alocada ¢ um dos destinos procurados pois permite a estes alunos alargarem os
conhecimentos adquiridos na sua formacéo a area do Ambiente e Bioengenharia. Temos
recebido alunos do externato Santa Clara e da Escola Secundéria Fontes Pereira de Melo
interessados nesta area. Sempre que possivel os alunos sao integrados com os alunos de
mestrado integrado, assintindo com eles as aulas laboratoriais e participam
simultdneamente na preparacdo das mesmas, para adquirirem a nog¢ao de que o material,
solucBes, meios e tudo o resto necessario para que a aula decorra normalmente, necessita
de ser pensado e preparado com a devida antecedéncia, principalmente quando se trabalha
com microrganismos. A parte disso é-lhes solicitado pequenos trabalhos préticos sendo-
Ihes facilitado protocolos ou pequenos guides de trabalho para que eles os consigam
realizar. No final estes alunos sdo avaliados por nos na parte préatica e na parte escrita pela
respetiva escola, uma vez que eles apresentam um relardrio final de estagio (previamente

revisto por nés).

2.5. Apoio a iniciativas FEUP/DEQ

Existem varias iniciativas promovidas pela FEUP e pelo proprio DEQ no sentido

de divulgar os cursos existentes na instituicao.

Passo a enumera-las:
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- Mostra da UP

Esta é uma iniciativa realizada a nivel da Universidade do Porto em que todas as

Faculdades participam levando experiéncias apelativas para atrairem os futuros alunos.

O meu laboratério contribui para esta iniciativa promovendo a divulgacdo dos
cursos do MIEQ e MIB.

Normalmente na mostra da UP (realizada no edificio da alfandega do Porto) séo os
alunos do mestrado integrado que fazem a demonstracdo das experiéncias para
proporcionar aos visitantes obterem opinides na 12pessoa e esclarecerem todas as duvidas

gue possam ter sobre os varios cursos da Universidade do Porto.
Para 0 MIB s&o mostradas as seguintes experiéncias:

1) Demonstracdo do processo de fermentagdo microbiana e da sua aplicacdo
(fermentagdo do vinho e cerveja)

2) Demonstracdo da diversidade microbiana: como diferenciar microrganismos
numa mistura

3) Demonstracdo da modelacdo computacional de proteinas e da sua interagcdo com
farmacos: estabilizacdo da transtirretina por iododiflunisal

4) Imobilizacdo de enzimas em alginato

5) Microalgas: microrganismos fotossintéticos

6) Estudo da espacialidade sonora do sistema auditivo humano

Para o MIEQ:
1) Demonstracdo do processo de fermentacdo microbiana e da sua aplicacédo

(iogurte)

- Semana Profissdo Engenheiro

A semana profissdo engenheiro é realizada a nivel da FEUP e permite aos alunos

do ensino secundario conhecerem os diferentes cursos que existem na instituicéo.

No laboratorio sdo efetuadas algumas sessGes onde € apresentado o MIB. De uma
forma resumida é-lhes explicada a producdo de um antibiotico (penicilina) e a

imobilizacéo de enzimas em alginato.
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As apresentacOes sdo realizadas por alunos do 1° ano do programa doutotral e/ou

por mim (ou outra Técnica do laboratorio).

- Universidade Junior

Durante o0 més de Julho a Universidade do Porto abre porta as jovens do 5° ao 11°

ano de escolaridade para ocuparem os tempos livres de uma forma construtiva.

No DEQ, nomeadamente no laboratério de Tecnologias recebemos alunos do 9° ao
11° ano por um periodo de 2 semanas e a atividade chama-se “A Descoberta das
Potencialidades da Biotecnologia a da Engenharia Biologica”. Estes jovens tem a
possibilidade de serem “engenheiros” por uma semana (cada). Durante esta semana e na
presenca de um monitor os alunos fazem algumas experiéncias as quais realizamos nas
nossas aulas laboratoriais. O monitor normalmente ¢ um aluno do 4° ano, experiente, e

todas as experiéncias sdo preparadas por nos (Técnicas).
As experiéncias realizadas séo:
1) Tratamento fisico-quimico e bioldgico de aguas resduais
2) Producéo de iogurte

3) Determinacdo das constantes cinéticas da invertase em células livres e

imobilizadas em alginato
4) Producdo e purificagdo de penicilina G
5) Avaliacdo da eficacia de antibioticos
6) Producéo de biocombustivel

7) Cultivo dos microrganismos que nos rodeiam

- Escola de Ciéncias da Vida e da Saude

Na primeira semana de setembro no laboratorio Biologia Celular e Molecular

recebemos alunos do 11° ano que se tenham inscrito na atividade.

61



Trabalho Desenvolvido

Durante este periodo os alunos estdo no laboratério onde Ihes é fornecido um
pequeno guido de trabalho com técnicas basicas na area da microbiologia e biologia

molecular.
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3. Conclusoes

O percurso académico e profissional realizado permitiram a aquisicdo de
conhecimentos na area da Engenharia do Ambiente, e um vasto conjunto de aptiddes

nomeadamente a capacidade de resolucdo de problemas e de trabalhar em equipa.

A constante vontade em adquirir novos conhecimentos e o interesse crescente no
Ambiente incentivaram a minha frequéncia na pds graduacdo em Engenharia do
Ambiente na area de Tratamento de Aguas e Aguas Residuais e agora a realizacio deste

trabalho.
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4. Perspetivas Futuras

Tendo em conta que a minha atividade ainda esta longe de estar concluida, a
ambicdo num futuro proximo é continuar a aprender e a partilhar experiéncias e

conhecimentos.

Continuar a progredir e inovar atividades na area da bioengenharia e ambiente serd

concerteza um lema a seguir.

Num futuro proximo pretendo escrever dois artigos pedagogicos um sobre estudo
da biodegradabilidade de uma agua residual e o efeito da presenca de um pesticida, o
molinato, e outro sobre a producdo de um antibidtico e avaliacdo da sua atividade

microbiana.

Tenho todo o interesse em estudar e propor novos trabalhos laboratoriais para tornar

o trabalho mais desafiante para mim.
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Anexo

I. Manuais de Instrucdo de Equipamentos

I.1. InstrucGes de utilizacéo da centrifuga Eppendorf 5424

ANTES DE CENTRIFUGAR: Cuidados com a preparacdo das amostras

1. Verifique se os tubos de centrifuga que possui sdo compativeis com a sua amostra
e com o equipamento. A centrifuga Eppendorf 5424 vem equipada com o rotor FA-45-

24-11 gue permite a centrifugacdo de tubos de 0,5 a 2 ml.

2. Verifique se os tubos podem ser utilizados a sua velocidade de trabalho. A

velocidade maxima de centrifugacdo permitida pelo rotor FA-45-24-11 é 14000 rpm.

3. Nunca encha totalmente os tubos. Se a amostra couber apenas num tubo, encha
outro tubo com &gua para equilibrar.

4.  Equilibre os tubos 2 a 2. Estes tubos tém que ter o mesmo volume e
aproximadamente a mesma densidade.

5. Os tubos tém que ser introduzidos no rotor em cavidades diametralmente opostas.

Instrucdes de funcionamento da centrifuga:

SE E A PRIMEIRA VEZ QUE VAI UTILIZAR A CENTRIFUGA PECA
AJUDA A UM DOS INVESTIGADORES OU RESPONSAVEIS DO
LABORATORIO. NAO UTILIZE O EQUIPAMENTO SOZINHO!

1.  Ligue a centrifuga no botdo localizado na parte de tras do equipamento. As
condic@es da ultima centrifugacdo efectuada sdo apresentadas.

2. Carregue no botdo OPEN para abrir a porta da centrifuga. Ao mesmo tempo que
carrega no botdo apoie a abertura da porta da centrifuga.

3. Abraatampa do rotor, rodando para o lado esquerdo a rosca.

4.  Introduza os tubos com a sua amostra ja devidamente equilibrados 2 a 2 em

cavidades diametralmente opostas do rotor (ver acima Cuidados com a preparacdo das

amostras).
5. Feche o rotor com a tampa, rodando para o lado direito a rosca.
6.  Feche atampa da centrifuga. A luz do botdo OPEN fica azul.

7. Selecione as condigdes de operacao pretendidas:
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Nota: A centrifuga Eppendorf 5424 apenas permite realizar centrifugacfes a

temperatura ambiente!

7.1. Tempo: Selecione o tempo de centrifugacdo pretendido (até 09h59min) rodando a
rosca TIME.

7.2. Velocidade de centrifugacéo: Selecione as unidades de velocidade pretendidas (rpm

ou rcf) pressionando o botdo RPM/RCF. Em seguida, selecione a velocidade de

centrifugacdo desejada rodando a rosca SPEED.

Nota: A velocidade méxima de centrifugacdo do rotor fornecido com a
centrifuga 5424 (cédigo FA-45-24-11) é 14000 rpm!

Por definicdo, as velocidades de aceleracdo e desaceleracdo estdo reguladas no nivel
maximo. No entanto, é possivel selecionar um modo de aceleracéo e desaceleracdo SOFT:

7.2.1. Carregue no botdo MENU/ENTER.

7.2.2. Emseguida, carregue no botéo @ , selecione o item SOFT e carregue novamente
em MENU/ENTER para confirmar.

7.2.3. Agora esta no segundo nivel do menu. Carregue no botéo @ e selecione ON
para velocidades de aceleracdo e desaceleracdio SOFT ou OFF para aceleracdo e
desaceleracdo normais.

7.2.4. Carregue no botdo MENU/ENTER para confirmar a sua selecéo.

7.2.5. Aparece BACK no visor. Carregue novamente no botdo MENU/ENTER para sair
do menu.

7.2.6. Se tiver selecionado o nivel SOFT de aceleracdo e desaceleracdo, aparece o
simbolo no visor.

8.  Verifique todas as condigdes.

9. Inicie a centrifugagdo carregando no botdo START/STOP. O simbolo B aparece
intermitente.

10. Nao abandone a centrifuga enquanto ndo se atingir a velocidade maxima que

selecionou.
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Nota: Se a centrifuga detetar algum problema aparece uma mensagem de erro no
visor do painel de controlo. Comunique de imediato o erro que a centrifuga detetou ao

responsavel. Este erro deve ser anotado na folha de registo da centrifuga.

11. No final da centrifugacdo, quando o rotor ja estiver parado, ouve-se um sinal sonoro
e a porta da centrifuga abre automaticamente.

12. Abraatampa do rotor de acordo com o indicado anteriormente (passo 3).

13. Retire as suas amostras.

14. No final, proceda a limpeza da centrifuga com papel macio de modo a evitar a
acumulacao de sujidades.

15. Feche a porta da centrifuga.

16. Desligue a centrifuga (botdo na parte de tras do equipamento).

17. Proceda ao registo de utilizacdo na folha que esta junto ao equipamento. Se tudo

tiver corrido bem, escreva OK no registo.

IMPORTANTE: Se durante a centrifugacdo ocorrer derrame da sua amostra, lave

bem o rotor com agua destilada e limpe-o de seguida com papel macio. Nunca utilize

detergentes fortes nem escovilhdes ou qualquer utensilio que possa danificar o rotor!

1.2. Instrucbes de utilizacdo da centrifuga refrigerada Eppendorf
5810R

ANTES DE CENTRIFUGAR: Cuidados com a preparacdo das amostras

1. Verifique se os tubos de centrifuga que possui sdo compativeis com a sua amostra.
2. Verifigue se os tubos podem ser utilizados a sua velocidade de trabalho.
3. Escolha o adaptador adequado aos tubos que vai utilizar.

4. Nunca encha totalmente os tubos. Se a amostra couber apenas num tubo, encha

outro tubo com agua para equilibrar.

5. Equilibre os tubos 2 a 2. Estes tubos tém que ter o mesmo peso (diferenca maxima

de 0,09 g) e aproximadamente a mesma densidade. IMPORTANTE: o acerto do peso
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dos tubos contendo a sua amostra deve ser feito com os tubos ja introduzidos nos

adaptadores adequados.

6.  Os tubos e respetivos adaptadores devem ser introduzidos no rotor em cavidades

diametralmente opostas.

Instrucdes de funcionamento da centrifuga:

SE E A PRIMEIRA VEZ QUE VAI UTILIZAR A CENTRIFUGA PECA
AJUDA A UM DOS INVESTIGADORES OU RESPONSAVEIS DO
LABORATORIO. NAO UTILIZE O EQUIPAMENTO SOZINHO!

1.  Ligue a centrifuga no botdo azul localizado no lado direito do equipamento. As

condicdes da ultima centrifugacdo efetuada sdo apresentadas.

2. Carregue no botdo OPEN para abrir a porta da centrifuga. Ao mesmo tempo que

carrega no botdo apoie a abertura da porta da centrifuga.

Figura A.1 - Visor e painel de controlo da centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R.

3. Introduza os tubos com a sua amostra ja devidamente equilibrados 2 a 2 nos
adaptadores adequados em cavidades diametralmente opostas do rotor (ver acima

Cuidados com a preparacdo das amostras).

4.  Feche a tampa da centrifuga. A luz do botdo OPEN fica azul.

5. Selecione as condi¢des de operacéo pretendidas:
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5.1. Temperatura: Carregue no botdo TEMP e selecione a temperatura pretendida

utilizando as setas @ e @ )

Se necessita de centrifugar a temperaturas baixas, selecione a temperatura de trabalho

para esse valor. Feche a porta da centrifuga e espere cerca de 15-20 minutos antes de

colocar as suas amostras.

5.2. Velocidade de centrifugacdo: Carregando no botdo SPEED o valor de velocidade

fica intermitente. Selecione as unidades de velocidade pretendidas (rpm, rcf ou rad)

pressionando o botdo SPEED repetidamente. Finalmente, selecione a velocidade de
centrifugacgéo desejada utilizando as setas @ e @ :

Nota: A velocidade méxima de centrifugacdo do rotor fornecido com a
centrifuga 5810R (codigo A-4-62) € 4000 rpm!

5.3. Tempo: Carregue no botdo TIME uma vez e selecione o tempo de centrifugacao

pretendido (minutos) utilizando as setas @ e @ .

5.3.1. Velocidade de aceleracdo: Carregue novamente no botdo TIME para definir a

velocidade de aceleracdo (aparece o simbolo A seguido de um numero entre 0 e 9 que

representa 0 nivel de aceleracdo atual). Pode definir a velocidade de aceleracdo

carregando nas setas @ e @

5.3.2. Velocidade de desaceleracdo: Carregue uma vez mais no botdo TIME para definir

a velocidade de desaceleracdo (aparece o simbolo \ seguido de um numero entre 0 e 9

que representa o nivel de desaceleracéo atual). Pode definir a velocidade de desaceleracao

carregando nas setas @ € @ .

Nota: Para a maioria das centrifugacoes é pretendido que a aceleracéo seja o
mais rapida possivel para se atingir rapidamente a velocidade maxima de
centrifugacéo (nivel 9). Por outro lado, recomenda-se que a desaceleracao seja mais

lenta para evitar que fases separadas se voltem a misturar (nivel 4-5).
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6.  Verifique todas as condicGes.

7. Inicie a centrifugacdo carregando no botdo START/STOP. O simbolo M aparece

intermitente.

8. Nao abandone a centrifuga enquanto ndo se atingir a velocidade maxima que

selecionovu.

Nota: Se a centrifuga detetar algum problema aparece uma mensagem de erro no

visor do painel de controlo. Comunique de imediato 0 erro que a centrifuga detetou ao

responsavel. Este erro deve ser anotado na folha de reqisto da centrifuga.

9.  Nofinal da centrifugacédo, quando o rotor ja estiver parado, ouve-se um sinal sonoro

e a luz do botédo OPEN fica azul.
10. Abraa porta da centrifuga de acordo com o indicado anteriormente (passo 2).
11. Retire as suas amostras.

12.  Se pretender utilizar novamente a centrifuga num curto espago de tempo, coloque-
a em Standby carregando no botéo @

13. No final, deixe a porta da centrifuga aberta até descongelar e, em seguida, proceda
a limpeza da centrifuga com papel macio de modo a evitar a acumulacdo de agua de
condensacéo e sujidades.

14. Deixe secar completamente.
15. Feche a porta.
16. Desligue a centrifuga (botéo azul do lado direito).

17. Proceda ao registo de utilizacdo na folha que esta junto ao equipamento. Se tudo

tiver corrido bem, escreva OK no registo.

IMPORTANTE: Se durante a centrifugacdo ocorrer derrame da sua amostra, lave

0s adaptadores bem como o rotor com agua destilada e limpe-os de seguida com papel
macio. Nunca utilize detergentes fortes nem escovilhdes ou qualquer utensilio que possa

danificar os adaptadores e o rotor!
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1.3. InstrucBes de utilizacdo do sistema para eletroforese em géis de

agarose (Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis System — Bio-Rad)

ANTES DE INICIAR A UTILIZACAO DESTE SISTEMA COLOQUE
LUVAS E MANTENHA-AS ATE AO FINAL DO PROCEDIMENTO.

Os géis de agarose possibilitam a separacdo e visualizacdo de fragmentos de DNA

de diferente tamanho.

1.  Verifique se o tabuleiro (“tray”) e os pentes que vai utilizar para a preparagdo do

gel de agarose se encontram devidamente limpos e secos.

2. Determine a quantidade de agarose necessaria para preparar a concentracao e

volume de gel pretendidos.

A concentracdo de agarose no gel depende do tamanho dos fragmentos de DNA a

separar. Por exemplo, para separar fragmentos de DNA de 0,2 a 3 Kb recomenda-se a

utilizacdo de um gel com 1,5% (m/v) de agarose.

O volume de gel a preparar depende da espessura de gel pretendida e também do
tamanho do tabuleiro. Para o tabuleiro fornecido com este sistema, aconselha-se a
preparacdo de 150 mL de gel.

Exemplo: Para preparar 150 mL de gel com 1,5% (m/v) de agarose, € necessario

pesar 2,25 g de agarose.

3. Pese a quantidade de agarose determinada para um frasco Erlenmeyer. Adicione
150 mL de solucdo tampéo TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA,
pH 8.0) e aqueca com agitacdo (barra magnética) até haver completa dissolucdo da

agarose.

4.  Deixe arrefecer até conseguir tocar com a mao no frasco Erlenmeyer contendo o
gel (50-60 °C). Enquanto esta solucdo arrefece monte o sistema onde o gel vai polimerizar
(Figura A.2).
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Engage and seal
(press down and rotate)

Figura A.2 - “Tray” e “gel caster” para polimerizacdo de géis de agarose.

5. Nivele o “gel caster” utilizando para isso o nivel de bolha fornecido e os parafusos
colocados na base do “gel caster”.

6. Coloque o “tray” no “gel caster” e aperte a alavanca de modo a vedar
completamente e assim evitar fugas de gel enquanto este polimeriza (Figura A.2).

7. Coloque o(s) pente(s) introduzindo-o(s) nas ranhuras existentes no “tray”.

8.  Quando o gel de agarose ja tiver arrefecido, verta lentamente a solu¢do no “tray” ja
preparado. Verifique se ndo se formaram bolhas. Se observar bolhas, remova-as com a

ajuda de uma ponta de micropipeta. Deixe polimerizar a temperatura ambiente durante
pelo menos 30 min.

9.  Remova cuidadosamente o(s) pente(s) do gel ja solidificado.

10. Prepare a tina de eletroforese (Figura A.3). Verifique se esta se encontra

devidamente limpa e nivelada (nivel de bolha e ajuste dos parafusos da base). Encha-a

com aproximadamente 1500 mL de tamp&o TAE 1x.
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Safety lid

Electrical cables

Fixed height ‘
comb

Banana plug/
Electrode wire Electrical leads

assembly * s
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GT Base

Safety Lid removal peg

Leveling feet

Figura A.3 - Componentes e tina de eletroforese do sistema Sub-Cell GT.

11. Coloque o “tray” com o gel ja polimerizado dentro da tina de eletroforese de modo
a que os pogos fiqguem mais perto do catodo (preto). Durante a eletroforese, as amostras
de DNA migram em direcdo ao anodo (vermelho).

12. Adicione mais TAE 1x atina de eletroforese até ter uma altura de ~5 mm de tampao
acima do gel (até ~1800-1900 mL).

13.  Prepare as suas amostras para aplica¢do no gel. Para isso, misture um determinado
volume da sua amostra com tampao de carga (azul de bromofenol/glicerol) que tem como

principal funcéo conferir cor e densidade as amostras.

Exemplo: Na eletroforese de produtos de PCR-RAPD misturam-se 15 uL de

amostra com 5 uL de tamp&o de carga.

14.  Aplique as amostras nos pocos do gel usando para isso uma micropipeta com pontas

finas.
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15. Coloque cuidadosamente a tampa na tina de eletroforese. Tenha cuidado de forma
a ndo danificar as amostras ja aplicadas. A tampa encaixa na tina numa Unica dire¢&o:

faga corresponder os conectores preto e vermelho da tampa com os da tina.

16. Ligue os cabos preto e vermelho da tampa da tina aos conectores correspondentes
na fonte de alimentagdo (PowerPac™ HC, Bio-Rad, Figura A.4). Assegure-se que a

ligacdo estd bem feita.

17. Ligue a fonte de alimentacdo no bot&o localizado no lado direito do equipamento.

v
FRONT PANEL

OUTPUT JACKS

Figura A.4 - Vista frontal da fonte de alimentagdo PowerPac™ HC (Bio-Rad).

18. Selecione as condi¢des de operacdo pretendidas:

a.  Carregue no botdo CONSTANT para selecionar o parametro a manter constante
(Voltagem em V, Corrente em A ou Poténcia em W). Por defeito estd selecionada

voltagem constante.

b.  Pressione os botdes VALUES — e + para diminuir ou aumentar o valor do parametro

a manter constante (Limites maximos: 250 V, 3 A, 300 W).

Nota: De um modo geral, a voltagem é o pardmetro a manter constante nas

eletroforeses de DNA e utilizam-se valores na gama dos 80-100 V.

c.  Utilizando as setas para a direita e para a esquerda localizadas acima de CURSOR
mova o cursor para TIME. Defina entdo o tempo de corrida pretendido utilizando os
botdes VALUES —e +,
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19. Verifique todas as condicGes.

20. Inicie a corrida de eletroforese carregando no botdo RUN/PAUSE

21. Confirme que esta a ocorrer passagem de corrente elétrica pela observacdo da

formacéo de bolhas junto aos elétrodos na tina de eletroforese.

22. Passado o tempo definido para a corrida, a fonte de alimentacdo deixa

automaticamente de debitar corrente elétrica.

23. Carregue no botdo RUN/PAUSE para confirmar o final da corrida.
24. Desligue a fonte de alimentacdo no botao do lado direito.

25. Desligue os cabos elétricos que ligam a tina a fonte de alimentacao.

26. Remova cuidadosamente a tampa da tina de eletroforese e remova o tabuleiro
contendo o gel.

27. Proceda a coloracéo do gel para posterior visualiza¢do das bandas de DNA.

a. O método de coloracdo mais utilizado consiste na imersdo do gel numa solucéo de

brometo de etidio 0,5 ug/mL durante 15 a 30 min. No entanto, o brometo de etidio é

cancerigeno!

b.  Como tal, ttm vindo a ser desenvolvidos corantes alternativos menos toxicos e
igualmente sensiveis, apesar de mais dispendiosos. Um exemplo desses corantes € 0 GEL
RED. Este corante é vendido numa forma concentrada 10 000x e tanto pode ser
incorporado no gel antes da polimerizagdo, como utilizado para preparar uma solucao na

qual o gel é imerso apos a eletroforese (concentragdo final de GEL RED: 1x).

28. Coloque o gel num transiluminador-UV (254 nm) e proceda a visualizacéo e analise
das bandas de DNA.

29. Fotografe o gel para registo.

LIMPEZA E MANUTENCAO

Proceda periodicamente a limpeza da tina de eletroforese e dos respetivos

acessorios. Todos os componentes do sistema Sub-Cell GT devem ser lavados com um

detergente suave muito diluido.
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1.4. InstrucGes de utilizacdo do sistema para electroforese em géis de
poliacrilamida (Mini-PROTEAN® 3 Cell- Bio-Rad)

ANTES DE INICIAR A UTILIZACAO DESTE SISTEMA COLOQUE
LUVAS E MANTENHA-AS ATE AO FINAL DO PROCEDIMENTO.

A eletroforese em géis de poliacrilamida possibilita a separacdo de moléculas em

misturas complexas de acordo com o seu tamanho e carga.

A. Montagem do sistema de vidros e preparacdo dos géis

1. Verifique se os suportes, vidros e pentes que vai utilizar para a preparacdo dos geéis

de acrilamida se encontram devidamente limpos e secos.

2. Osistema de vidros onde vai preparar os géis € constituido por um vidro maior com
“spacers” (definem a espessura do gel) e um vidro mais pequeno. Coloque um vidro
pequeno sobre um vidro com “spacers” (Figura A.5) de modo a que as letras figuem para
cima. Insira este conjunto na “casting frame” (peg¢a verde em pléstico que mantém os dois
vidros unidos) e, em seguida, trave a “casting frame” movendo as duas abas laterais para

fora (Figuras A6(A) e A6(B)). Assegure que o vidro pequeno fica virado para a frente.

Figura A.5 - Montagem do sistema de vidros para preparacao do gel de acrilamida.
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Figura A.6 - Introducéo do sistema de vidros na “casting frame” (A) e bloqueio da mesma (B) para

assegurar que os vidros de mantém unidos.

3. Coloque a “casting frame” no suporte para polimeriza¢ao dos géis (Figura A.7).

Utilize a mola presente na parte de cima do suporte para prender o vidro maior e assegure-

se que os vidros estdo perpendiculares em relacdo a esponja existente na base do suporte.
Deste modo garante-se que ndo havera fugas de gel.

Figura A.7 - Colocagéo da “casting frame” no suporte para polimerizagdo dos geéis.

4.
S.

Repita os passos 1 a 3 para montagem de um segundo sistema de vidros.

Prepare o gel de resolu¢do (“resolving gel”) misturando os seus diferentes
componentes (ver o exemplo abaixo). O gel de resolucdo pode ter diferentes

concentracOes de Acrilamida/Bis dependendo das moléeculas que se pretendem separar.

Exemplo da composicao de um gel de resolugéo (12,5% Acrilamida/Bis, Vieta=10 mL):

- Acrilamida/Bis 30% - 4,2 mL

- Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 - 2,5 mL
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- H20 destilada — 3,2 mL

- SDS 10% (m/v) - 0,1 mL

6. Depois de homogeneizar bem todos os componentes, adicione 0s agentes de
polimerizag&o: para um volume de gel de 10 mL adicione 50 pL de persulfato de amdnia
10% (m/v) e 5 uL de TEMED. Homegeneize cuidadosamente para iniciar o processo de

polimerizacéo.

7. Transfira imediatamente esta solucdo para o sistema de vidros com o auxilio de

uma micropipeta de 1000 pL até atingir =1,5-2 cm abaixo do limite/topo do vidro mais

pegueno.

8.  Coloque uma fina camada de agua destilada sobre a solucdo de gel de resolucéo (ja

nos vidros) de modo a garantir a formacdo de uma superficie plana.
9.  Deixe polimerizar durante 45-60 min.

10. Lave abundantemente a superficie do gel de resolucéo ja polimerizado com agua
destilada.

11. Remova o excesso de agua destilada com papel de filtro.

12. Prepare 0 gel de concentragdo (“stacking gel”) misturando os seus diferentes
componentes (ver o exemplo abaixo). Tal como o gel de resolugéo, o gel de concentragéo
pode ter diferentes concentracdes de Acrilamida/Bis dependendo das moléculas que se
pretendem separar.

Exemplo da composi¢cao de um gel de concentracéo (4% Acrilamida/Bis, Viota=10 mL):
- Acrilamida/Bis30% - 1,3 mL
- Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 — 2,5 mL
- H20 destilada — 6,1 mL

- SDS 10% (m/v) —0,1 mL

13. Depois de homogeneizar bem todos os componentes, adicione 0s agentes de

polimerizacdo: para um volume de gel de 10 mL adicione 50 uL de persulfato de amoénia
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10% (m/v) e 10 uL de TEMED. Homegeneize cuidadosamente para iniciar o processo de

polimerizacéo.

14. Transfira imediatamente esta solugdo para o sistema de vidros (ja contendo o gel

de resolucdo) com o auxilio de uma micropipeta de 1000 uL até atingir o topo do vidro

mais pequeno.

15. Insira o pente entre os “spacers” para permitir a formagao dos pocos.
16. Deixe polimerizar durante 30-45 min.

17. Remova cuidadosamente o pente do gel j& polimerizado.

18. Lave 0s po¢os abundantemente com &gua destilada de modo a remover residuos de

acrilamida nédo polimerizada.

B. Aplicacdo das amostras e electroforese

1.  Remova os vidros com os geéis de poliacrilamida polimerizados do suporte e em

seguida da “casting frame” rodando as abas laterais para dentro (Figura A.8).

Figura A.8 - Remogéo do sistema de vidros da “casting frame”.

2. Encaixe os sistemas de vidros no suporte com os elétrodos de modo a que o vidro

mais pequeno fique virado para dentro (Figura A.9).

85



Anexo

Figura A.9 - Introducéo do sistema de vidros no suporte com os elétrodos.

3. Introduza o conjunto vidros+suporte com elétrodos na “clamping frame” (Figura
A10(A)). Faga presséo sobre os vidros+elétrodos e, a0 mesmo tempo, rode as abas laterais
da “clamping frame” para dentro (Figura A10(B)). Deste modo garante que todo o sistema

fica bem vedado e fica assim criada a camara de eletroforese interior.

Figura A.10 - Introdugdo dos vidrostelétrodos na “clamping frame” (A) e procedimento para manter o

sistema fechado e bem vedado (B).

4.  Coloque toda a montagem dentro do tanque de eletroforese (Figura A11l).
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Figura A.11 - Introducdo da cAmara de eletroforese interior no tanque.

5. Encha a camara de eletroforese interior com =125 mL de tampao de corrida (ver

composic¢ao em baixo).

Exemplo da composi¢cao do tampao de corrida:
- 3 g/L Tris base
- 14,4 g/L Glicina

-3 g/L SDS

6. Em seguida, encha o tanque de eletroforese com =200 mL de tampao de corrida

(camara de eletroforese exterior).

7.  Prepare as suas amostras para aplicagéo no gel. Para isso, aque¢a um determinado
volume da sua amostra a 95 °C durante 5 min e, em seguida, adicione “sample buffer”
(ex. “sample buffer according to Laemmli”, SIGMA, ref. 11337) que ¢ constituido por
azul de bromofenol (confere cor), glicerol (confere densidade), SDS e 2-mercaptoetanol.
O volume a adicionar de cada componente depende da concentragao das solugdes.

8.  Proceda a aplicagdo das suas amostras nos pogos do gel usando para isso uma

microseringa ou uma micropipeta com pontas capilares.

9. Coloque cuidadosamente a tampa no tanque de eletroforese. Tenha cuidado de
forma a néo danificar as amostras ja aplicadas. A tampa encaixa no tanque numa anica

direcdo: faca corresponder os conectores preto e vermelho da tampa com os da tina.
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10. Ligue os cabos preto e vermelho da tampa do tanque aos conectores
correspondentes na fonte de alimentagdo (PowerPac™ HC, Bio-Rad, Figura A.12).

Assegure-se que a ligacdo esta bem feita.

11. Ligue a fonte de alimentacdo no bot&o localizado no lado direito do equipamento.

<

T OEEDER

reset constant cursor

Y
FRONT PANEL

OUTPUT JACKS

Figura A.12 - Vista frontal da fonte de alimentagdo PowerPac™ HC (Bio-Rad).

12. Selecione as condi¢des de operacdo pretendidas:

a.  Carregue no botdo CONSTANT para selecionar o pardmetro a manter constante
(Voltagem em V, Corrente em A ou Poténcia em W). Por defeito estd selecionada

voltagem constante.

b.  Pressione os botdes VALUES —e + para diminuir ou aumentar o valor do parametro

a manter constante (Limites maximos: 250 V, 3 A, 300 W).

Nota: De um modo geral, a voltagem é o pardmetro a manter constante nas

eletroforeses. Em SDS-PAGE utilizam-se valores na gama dos 200 V.

c.  Utilizando as setas para a direita e para a esquerda localizadas acima de CURSOR,
mova o cursor para TIME. Defina entdo o tempo de corrida pretendido utilizando os
botdes VALUES —e +.

13.  Verifique todas as condicGes.
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14. Inicie a corrida de eletroforese carregando no botdo RUN/PAUSE

15.  Confirme que esta a ocorrer passagem de corrente elétrica pela observacéo da

formacéo de bolhas junto aos elétrodos do tanque de eletroforese.

16. Passado o tempo definido para a corrida, a fonte de alimentacdo deixa

automaticamente de debitar corrente elétrica.

17. Carregue no botdo RUN/PAUSE para confirmar o final da corrida.
18. Desligue a fonte de alimentagdo no botéo do lado direito.

19. Desligue os cabos elétricos que ligam o tanque a fonte de alimentacao.

20. Remova cuidadosamente a tampa do tanque de eletroforese e retire a “clamping

frame” contendo os géis.

21. Procedaa desmontagem de todo o sistema de acordo com o indicado anteriormente.
Para separar o vidro maior com “spacers” do vidro mais pequeno utilize o “Gel Releaser”

(peca de plastico verde) fornecido com o equipamento.

22. Proceda a coloragdo/descoloracdo do gel para posterior visualizagdo do perfil de

bandas.

d.  Para coloracdo/descoloracdo de géis de proteinas SDS-PAGE, estes sdo imersos
numa solucdo corante de Coomassie Blue R-250 seguido de lavagem com uma solucao
descolorante contendo &cido acético, etanol e 4gua. A composic¢do das solugdes corante e
descolorante pode variar ligeiramente entre protocolos.

23. Fotografe o gel para registo.

24. No final, lave todo o material com agua e agua destilada. Os vidros podem ser

lavados com detergente muito diluido e agua destilada.
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I.5. Instrucbes de utilizacdo do Instrugbes de utilizacdo do
termociclador MJ Mini™ Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad)

Leia este manual antes de utilizar o equipamento. As sec¢cOes A a C referem-se

ao arranque do termociclador, criagdo e edi¢do de programas de temperaturas. Sé depois
de ter cumprido estes procedimentos, pode passar a introducdo das suas amostras e

execucdo do programa para amplificacao (seccédo D).

A. Arranqgue e opcoes do equipamento

1.  Ligue o termociclador na ficha e depois no botdo localizado na parte de tras do
equipamento (Figura A.13). A ventoinha do equipamento liga-se, é emitido um sinal

sonoro e iniciam-se uma série de testes de arranque.

Heated lid closed

Thumbwheel

Control panel

Figura A.13 - Vista frontal do termociclador MJ Mini Cycler.

2. Se o0s testes iniciais ndo detetarem nenhum problema, aparece o MENU
PRINCIPAL no visor do painel de controlo (Figura A.13(A)). Na parte de baixo do visor
aparece escrito “Block is idle” indicando que ndo esta a ser executado nenhum ciclo. Em
cima aparecem as seguintes op¢des: RUN, NEW, EDIT, VIEW, FILES, TOOLS (Figura
A.13(B)).
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RUN: executa um programa.

b.  NEW: permite a criacdo de novos programas.

EDIT: permite modificar programas ja criados.

d.  VIEW: permite visualizar os diferentes passos de um programa ja gravado.
FILES: permite aceder a funcGes de gestdo do equipamento.

TOOLS: permite aceder a configuracdo do equipamento.

LCD window

Block heating/
cooling lights

MJ Mini’ BIORAD

Persrd Tresmal Cyoir

Screen hot key

Selection keys

N s o
‘|2 |\3| lAi: :m_“.:...!m

Pause key
Proceed key

Cancel key

RUN VIEW
NEW FILES
EDIT TOOLS

Block is idle

Figura A.14 - Painel de controlo do termociclador MJ Mini Cycler (A) e pormenor do menu principal no

visor (B).
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B. Criacdo de um novo programa de temperaturas

1. Nomenu principal, selecione com as setas a op¢cdo NEW e em seguida carregue no
botdo PROCEED/ENTER do painel de controlo (Figuras A.14(A) e (B)).

2. Atribua um nome (até 8 caracteres) ao programa que Vvai criar. Para isso, utilize as
setas A e V¥para percorrer o alfabeto. Quando ja tiver selecionado a letra pretendida,
carregue no botdo PROCEED/ENTER para aceitar este caractere e passar ao proximo.
Pode utilizar nimeros e pontos no nome do seu programa. Para isso, utilize o teclado do
painel de controlo. Para apagar ou corrigir algum dos caracteres, carregue no botéo
CANCEL do painel de controlo (Figura A.14(A)).

3. Depois de introduzir o ultimo caractere, carregue no botdio PROCEED/ENTER
para aceitar este caractere e, em seguida, carregue novamente neste botédo para aceitar o

nome completo.

4.  Selecione a temperatura da tampa do termociclador durante o programa de PCR.
Aconselha-se que esta temperatura seja superior ao valor mais elevado que vai usar no
seu programa de temperaturas (Ex. 100 °C). Confirme o valor introduzido carregando em
PROCEED/ENTER.

5. Especifiqgue o volume das suas reaces (1-100 pL) e confirme com o botéo
PROCEED/ENTER.

6. Comece a introduzir os passos do seu programa de temperaturas. Numa reacdo de

PCR existem geralmente as seguintes etapas:

»Passo 1 - Desnaturacao inicial (92-96 °C/2-5 min)
»Ciclo de amplificag&o:

-Desnaturacéo (92-96 °C, passo 2)

-Annealing (34-65 °C, passo 3)

-Extensdo (72 °C, passo 4)

A duracdo de cada fase do ciclo pode variar entre 30 s e 2 min. Este ciclo é repetido

30-45 vezes (passo b)

»Extensdo final (72 °C/10-30 min, passo 6)
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Tendo isto em conta, selecione (com as setas € e P) entre um passo 1
(desnaturacdo inicial) a temperatura constante (TEMP) ou com gradiente de temperaturas
(GRAD). Quando se utiliza gradiente, as diferentes linhas de pocos do bloco do
termociclador vao aquecer a temperaturas distintas (ver abaixo, seccdo E). Selecione
temperatura constante (TEMP) e confirme a sua escolha com PROCEED/ENTER.

7. Em seguida, introduza o valor de temperatura em °C (TEMP °C). Confirme com
PROCEED/ENTER.

8.  Defina a duracdo deste passo 1. A frente de TIME escreva o valor de tempo
pretendido. Confirme com PROCEED/ENTER.

Ex: Se escrever 30, o passo durard 30 segundos. Se pretende 2 minutos de duracéo, digite
200.

9.  Na parte de baixo do visor aparece um menu de confirmagdo (OK?). Selecione
YES (com as setas « e P) e confirme com PROCEED/ENTER. O programa passa

automaticamente para o passo 2 (fase de desnaturacdo do ciclo de amplificacéo).

10. Proceda do mesmo modo que descrito anteriormente para o passo 1 (topicos 6 a 9)

e assim sucessivamente ateé ao passo 4 (fase de extensdo do ciclo de amplificacao).

11. Depois de ter introduzido as 3 fases do ciclo de amplificacdo (passos 2, 3 e 4), é
necessario indicar o numero de vezes que pretende que este ciclo seja repetido. Para isso

tem que introduzir um “Goto Step”.

11.1. Apds confirmar o passo 4 com PROCEED/ENTER, entre as op¢fes que surgem

para 0 passo seguinte (passo 5), selecione GOTO.

11.2. A frente de GOTO STEP digite o nimero do passo onde quer iniciar a repeticao
(neste caso o passo 2). Confirme com PROCEED/ENTER.

11.3. A frente de ADDTNL CYCLES introduza o nimero de vezes que pretende repetir
0s passos 2, 3 e 4. Confirme com PROCEED/ENTER.

Ex: Se pretende realizar 35 ciclos de amplificacéo, digite 34.

11.4. Proceda a confirmacdo final deste passo (OK? YES).
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12. Para definir o passo 6 (extensdo final), proceda do mesmo modo que descrito

anteriormente para 0s passos 1 a 4 (topicos 6 a 10).

13. Introduza um passo 7 de refrigeracédo para garantir a conservagédo das suas amostras.

Para isso, digite 4 °C no campo TEMP °C e o0 no campo TIME.

Nota: Para introduzir oo, carregue na tecla 0 e em sequida PROCEED/ENTER.

14. Finalmente, introduza o passo que termina o programa (END STEP). Apds
confirmar o passo 7 com PROCEED/ENTER, entre as opcfes que aparecem para o0
passo seguinte (passo 8), selecione END. Confirme com PROCEED/ENTER e em
seguida YES.

15. A criacdo do seu programa esta concluida!

C. Como editar um programa de temperaturas ja criado

1. No menu principal, selecione com as setas a op¢do EDIT e em seguida carregue no
botdo PROCEED/ENTER do painel de controlo (Figuras A.14(A) e (B)).

2. Aparece uma lista dos programas disponiveis na pasta MAIN do termociclador.
Selecione com as setas o programa que pretende editar. Confirme carregando em
PROCEED/ENTER.

3. No visor do painel de controlo aparecem os diferentes passos que constituem o

programa a editar.

4.  Utilizando as setas A e ¥ pode percorrer os diferentes passos do programa. O
cursor move-se progressivamente para o nimero do passo, temperatura correspondente e

tempo.

5. Paraintroduzir alteragdes num passo em especifico, mova o cursor para a condigdo
(temperatura/tempo) desse passo que pretende editar, digite 0 novo valor e carregue em
PROCEED/ENTER.

6.  Paraadicionar ou remover um passo, posicione o cursor no humero do passo (1, 2,
3, ...) e pressione o botio PROCEED/ENTER.

7. Aparecem as seguintes opcdes: INS, DEL, EDIT, OPTION.
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7.1. Parainserir um passo, pressione INS e, em seguida, PROCEED/ENTER. O novo
passo sera adicionado antes do passo que selecionou.

7.2. Para remover o passo selecionado, pressione DEL e, em seguida,
PROCEED/ENTER.

8.  Para gravar as alteragOes que introduziu no seu programa, use as setas para mover
0 cursor até ao ultimo passo (END). Carregue em PROCEED/ENTER. Aparecem duas
opcdes no fundo do visor: END e INSERT. Selecione END para gravar as alteracdes e

regressar ao menu principal. Confirme com PROCEED/ENTER.

D. Introducdo de amostras no termociclador e execucdo de um programa

1.  Depois de ter ligado e efetuado o arranque do equipamento (sec¢do A) abra a tampa
“heated 1id” para poder introduzir as suas amostras (Figura A.13). Para abrir a tampa,

puxe-a firmemente para cima e para tras.

2. Introduza os tubos com as suas reacOes de PCR nos pogos do bloco do

termociclador. Tenha o cuidado de dispor os tubos de forma simétrica. Se tiver

poucas amostras, cologue um tubo de PCR vazio em cada canto do bloco. Estes

procedimentos sdo essenciais para garantir que, quando fechar a tampa, esta vai exercer
pressdao homogénea sobre todos os tubos. O termociclador MJ Mini permite a

amplificacdo simultanea de 48 amostras.

3. Feche a tampa do equipamento. Para isso, puxe-a para a frente e para baixo até

ouvir um clique.

4.  Ajuste a peca rotativa verde (“thumbwheel”) para se assegurar que, no interior do
equipamento, a “heated lid” vai entrar em contacto com os tubos. Rode a peca rotativa
verde no sentido dos ponteiros do relogio até sentir resisténcia. Isto indica que a “lid”

entrou em contacto com os tubos.
5. No menu principal selecione RUN e confirme com PROCEED/ENTER.

6.  Utilize as setas para mover o cursor para 0 programa que pretende executar e, em
seguida, pressione PROCEED/ENTER.
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7. Nalinhade cima do visor aparece RUN seguido do nome do programa selecionado.
Abaixo aparece o volume de reagdo (SAMPLE VOL). Introduza o volume das suas
reacOes e confirme com PROCEED/ENTER.

8. O cursor passa automaticamente para RUN. Confirme novamente com
PROCEED/ENTER. O programa comega a ser executado.

9. Durante a execugdo do programa, se pressionar o botdo SCREEN (Figura
A.14(A)), pode alternar entre diferentes tipos de visualizacdo:

» Passo do programa que esta a ser executado
» Grafico da rampa de temperaturas
» Tempo restante para o final do programa

10. No final, quando o passo de refrigeracdo ja estiver a ser executado ha pelo menos

15 min, pode terminar o programa. Carregue em PROCEED/ENTER, confirme com
YES e pressione novamente PROCEED/ENTER para regressar ao Menu Principal.

11. Desligue o termociclador no botéo localizado na parte de tras do equipamento.

12. Abra a tampa tal como descrito anteriormente (ponto 1) e retire as suas amostras.

Volte a fechar a tampa.
13. Desligue o equipamento da tomada.

14. Proceda ao registo de utilizacdo na folha que estéd junto ao equipamento. Se tudo
tiver corrido bem, escreva OK no registo.

E. Utilizacdo de gradiente de temperaturas no protocolo de amplificacdo

1.  Pode utilizar um gradiente de temperaturas na amplificacdo das suas amostras.
Quando se utiliza gradiente, isso significa que as diferentes linhas de pogos do bloco do

termociclador (8 linhas) vao aquecer a temperaturas diferentes.

2. Nacriagdo ou edicdo do programa de temperaturas (seccoes B e C), quando chegar
ao passo onde pretende utilizar gradiente, selecione GRAD (Figura A.15). Confirme com
PROCEED/ENTER.
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New: Lid: 100 °C
ABCD Vol: 20 uL

1=92.0 °C FOR 0:30
2=TEMP GRAD GOTO END

Figura A.15 - Exemplo de criacdo de um programa de temperaturas com gradiente.

3. Em seguida, a frente de LOWER TEMP °C, introduza o limite inferior do
intervalo de temperaturas a utilizar no gradiente. Confirme com PROCEED/ENTER.

4. A frente de UPPER TEMP °C, introduza o limite superior do intervalo de
temperaturas a utilizar no gradiente. Confirme com PROCEED/ENTER.

5. Finalmente, a frente de TIME, defina a duracdo deste passo. Confirme com
PROCEED/ENTER, YES e novamente PROCEED/ENTER.

1.6. Instrucdes de utiliza¢édo do transiluminador

1.  Comece por incorporar a maquina fotografica encaixando-a no topo superior da
campanula e apertando o parafuso até fixar bem a maquina.

2. Ligue os dois cabos existentes a maquina fotografica.

Mdquina fotografica

Campanula
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3. Depois de montada, pegue na parte superior da campanula recorrendo as duas
asas em inox existentes nas partes laterais do aparelho e pouse-a na banca ao lado, de

forma a expor o transiluminador.

4.  Coloque, com o auxilio de LUVAS, o gel de agarose na parte superior do

transiluminador.

5. Pegue na campanula e reponha-a na localizacéo inicial.
6.  Ligue a campanula no botdo vermelho POWER, situado no topo lateral direito do

aparelho.

7. Ligue o transiluminador acionando o interruptor verde frontal do transiluminador
para a posicao I.

8.  Selecione o comprimento de onda pretendido (254 ou 312 nm) no botdo preto,
localizado a esquerda do interruptor premindo anteriormente.

9.  Ligue a méquina fotografica. O visor frontal ir& ligar-se automaticamente.

Para ligar a maquina rode este botdo para a direita até a posicdo
ON.

Para tirar a foto carregue no mesmo bot3o.

10. Retrate premindo o bot&o anterior da maquina fotografica.
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11. No final da utilizag&o, desligue o transiluminador, acionando o interruptor verde
frontal para a posicéo 0.

12. Desligue a campanula botdo vermelho POWER, situado no topo lateral direito do
aparelho.

13. Desligar a maquina fotografica, retirar os cabos e guardar a maquina fotogréfica.
14. Proceda ao registo de utilizagdo do aparelho na folha destinada a este efeito.

LIMPEZA E MANUTENCAO:

- Deixe todo o equipamento impecavelmente limpo.

- Utilize LUVAS para retirar o gel e limpe o painel delicadamente com &gua destilada e

papel suave.

1.7.  InstrucOes de utilizacdo do Leitor de Microplacas Bioteck Synergy
HT

As instrucdes que se seguem sdo um breve manual para facilitar a utilizacdo do
equipamento, nédo invalidando a consulta do manual de instrugdes que o acompanha

sempre que se justifique.

Antes de iniciar a utilizacdo do equipamento devera ligar o equipamento no botéo

ON/OFF localizado no canto inferior esquerdo do equipamento.

Ligue o computador e abra o programa Gen 5 2.00.
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1.  No menu Task Manager, selecione a opc¢ao Protocols sequido de Create New.

(Caso ja tenha um protocolo criado escolha a op¢cdo Open e prossiga).

2. Selecione Standard Protocol.
3. Valide clicando em OK.
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4. Cligue em Procedure selecionando o icon identificado a vermelho para prosseguir.

i end trom resdes - e i e s

5. Escolha o tipo de placa que vai utilizar em Plate Type (96 Well Plate).
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7. Em Detection Method escolha o pardmetro que pretende ler: Absorvancia (ir para

0 ponto 8) ou Fluorescéncia (ir para o ponto 21).
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8.  Para ler absorvancia selecione Absorvance, escolha o comprimento de onda

pretendido em Wavelengths e valide com OK.
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9.  Cligue em Set Temperature e escolha a temperatura de incubacdo da placa ou

selecione Incubator off validando com OK no caso de ndo pretender incubar a amostra.
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10. Se pretender agitacdo no menu Actions selecione Shake e prima OK.
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12. Se pretender mais opc¢des para 0 seu protocolo é sé selecionar dentro do menu
Procedure.
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13. Clique em OK.

14. No final surgira uma caixa de texto a perguntar se deseja guardar as alteracGes
efetuadas.

15. Prima Sim e dé um nome ao ficheiro.
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17. Cologue a placa na cassete e carregue em OK.
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18. Apos leitura aparecera:
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20. Exporte os resultados para excel.
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21. Para ler fluorescéncia selecione Fluorescence, escolha os filtros a utilizar em
Excitation e Emission e finalmente clique em OK.
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22. Aparecerd uma caixa de texto com a indicacéo que a lampada esta a aquecer.
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23.  Continue o procedimento conforme descrito desde o ponto 9.
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Il.  Gréficos de Utilizacdo dos Equipamentos

Utilizacao do Microscopio por laboratério

B Aulas
W E 009
mE201

Figura A.16 — Representacdo gréfica da utilizacdo do microscépio por laboratério.

Utilizagdo Centrifuga Eppendorf por laboratoério

€e

Figura A.17 — Representacdo gréafica da utilizacdo da centrifuga Eppendorf por laboratorio.

M Aulas
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mE113
WE-146
W E 202
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Utilizagao Centrifuga Beckman por laboratorio

H Aulas
W E 009
mE201

Figura A.18 — Representagdo grafica da utilizacdo da centrifuga Beckman por laboratorio.

Utilizacdo da Camara de Fluxo Laminar por
laboratorio

W Aulas
mE 007
m E 009

Figura A.19 — Representacdo gréfica da utilizagdo da cAmara de fluxo laminar por laboratdrio.

Utilizagao do Autoclave n21 por laboratoério

 Aulas
W E 007
W E 009
W E 204

W E 405

Figura A.20 — Representacdo grafica da utilizacdo da autoclave n°1 por laboratério.
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Utilizacdo do Autoclave n22

M Aulas
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B E 405

Figura A.21 — Representacdo grafica da utilizacdo autoclave n°2 por laboratdrio.

Utilizacdo do Leitor de Microplacas por
laboratorio

W Aulas
mE Q007
» E 009

Figura A.22 — Representacéo gréfica da utilizagdo do leitor de microplacas por laboratorio.
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I11. Protocolos
I11.1. Water quality — detection and enumeration of Escherichia coli and
coliform bacteria (1SO 9308-1)

Procedimento:

1. Filtrar um volume de amostra adequado através da membrana de filtracdo (0.45 um
de porosidade e 47 mm de didmetro).

2. Transferir a membrana para uma placa com o meio Lauryl Sulfate Broth.

3. Incubar4ha30°C+14had44°C.

(O aparecimento de colonias amarelas indica a presenca de E.coli)

4.  Repicar uma colonia para um tubo de ensaio com meio Fluorocult dev Lactose
Peptone Broth.

5. Incubar durante 24 h (48 h se necessério) a 35 °C.

(Na presenca de E.coli o meio passa de roxo a amarelo)

6.  Verificar a formacdo de gas no interior do tubo de fermentacéo.

(A presenca de gas indica teste positivo)

7. Verificar a fluorescéncia colocando o tubo na camara de UV a 366 nm. Se nao
Se verificar fluorescéncia ao fim de 24 h de incubacdo continua-se a incubar até as 48 h.

(A fluorescéncia indica teste positivo)

8.  Fazer o teste do indole adicionando umas gotas de reagente de Kovacs (+ 5 mm) ao
tubo de ensaio e verificar o aparecimento de cor vermelha ao fim de 1 a 2 minutos.

(A presenca de cor vermelha indica teste positivo)

Preparacao dos meios:

Lauryl Sulfate Broth

Dissolver 76,2 g num litro de 4gua destilada e adicionar 5 g de agar.

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Espalhar em placas.
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Fluorocult dev Lactose Peptone Broth

Dissolver 36,1 g num litro de &gua destilada.
Distribuir em tubos de ensaio contendo tubos de fermentagéo invertidos.

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

I11.2. Water quality — detection and enumeration of intestinal
enterococci (1SO 7899-2)

Procedimento:

1. Filtar um volume de amostra adequado através da membrana de filtracdo (0.45 um

de porosidade e 47 mm de didametro).

2. Transferir a membrana para uma placa com o meio Slanetz and Bartley.
3. Incubara 36 + 2 °C durante 44 + 4 h.

(Aparecem coldnias vermelhas, castanhas ou rosa)

4.  Com ajuda de uma pinca, transferir a membrana para uma placa com meio Bile-

aesculin-azid-agar previamente aquecido a 44 °C.
5. Incubara44 + 0,5 °C durante 2 h.

(O aparecimento de coldnias pretas indica a presenca de enterococos).

Preparacao dos meios:

Slanetz and Bartley

Dissolver 41,5 g num litro de agua destilada aquecendo na panela com agua a ferver e

deixar 20 minutos para esterelizar.

Espalhar em placas.
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Bile aesculin-azid agar

Dissolver 56 g num litro de agua destilada.
Adicionar 5 g de agar.
Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Espalhar em placas.

111.3. PNA-FISH para identificacdo de um microrganismo

Apobs identificacdo do microrganismo e verificacdo da existéncia de concordancia
entre os dados fenotipicos e os obtidos baseando-se na analise do genotipo, poderdo ser
desenvolvidas sondas de acido péptido nucleico (PNA) especificas para identificagdo in

situ do microrganismo estudado.

As sondas para PNA-FISH séo desenhadas utilizando o programa PRIMROSE, por
exemplo, e com base nas sequéncias de 16S/18S rRNA existentes em bases de dados (ex.
http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) pertencentes a espécie do
microrganismo em estudo, devendo ter 15 bases de comprimento e uma percentagem de
GC entre 50-60%. A avaliacdo da especificidade e sensibilidade das sondas € feita no site

do “Ribosomal Database Project” (http://rdp.cme.msu.edu/).

A sonda escolhida como sendo a melhor mais especifica e sensivel, serd depois
usada para identificacdo do microrganismo em estudo presente numa suspensdo,
recorrendo & técnica de biologia molecular independente de cultivo, hibridagéo

fluorescente in situ (FISH).

A realizagcdo desta técnica pode ser dividida em cinco etapas: preparacdo das

amostras, fixacdo das células, hibridizacao, lavagem e visualizacdo dos resultados.
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Preparacao e fixacdo da amostra

Para a realizacdo desta técnica sdo usadas laminas com pocos de 8 mm. Para

proceder a fixacdo em lamina devera proceder da seguinte forma:

- Preparar um indculo em salina estéril do microrganismo que se pretende usar. Este
in6culo ndo deve ficar turvo (DO = 0.1). Se necessario dilui-lo um pouco (poderé ter de

Ser um pouco mais turvo no caso da S. cerevisiae);

- Em duplicado, colocar 20 pL do indculo anterior em um dos pogos da lamina.

Secar o liquido a chama. Uma lamina seré posteriormente usada como controlo negativo;

- Cobrir a superficie da amostra com 30 pL de solucdo de paraformaldeido 4%
(vol/vol) e deixar repousar durante 10 minutos. Verter o paraformaldeido que

possivelmente esteja em excesso;

- Colocar etanol a 50% (vol/vol) de modo a cobrir a superficie da amostra
(aproximadamente 30 pL) e deixar novamente repousar durante 10 minutos. Verter o

etanol que possivelmente esteja em excesso;
- Colocar as laminas em caixas de Petri;

- Guardar as laminas a 4 °C até a sua posterior utilizagao.

Hibridacdo e lavagem

Nota: Uma vez que a sonda possui um fluorocromo que é fotossensivel devera
reduzir-se ao maximo a iluminagdo no laboratorio, e envolver com papel de aluminio

todos os materiais onde a sonda seja colocada.

- Preparar a solucéo de hibridacéo (aliquota de uso). Num eppendorf envolvido em
papel de aluminio e devidamente identificado, acrescentar 1 puL da sonda stock respetiva
(4 uM) a 19 pL solucéo de hibridacéo.

Nota: A sonda é fornecida na aula ndo sendo necessario qualquer tipo de

manipulacdo da mesma.
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- Adicionar 20 pL da aliquota de uso (200 mM). Nos controles negativos adicionar
20 pL de solucdo de hibridagdo sem sonda. Cobrir com lamelas;

- Colocar as laminas nas caixas de Petri envoltas em papel de aluminio para ficarem

ao abrigo da luz;
- Incubar as 1aminas durante 1 h & temperatura de 58 °C;

- Encher um “coplin jar” com solucdo de lavagem e colocar na estufa junto com as

l&aminas para pré-aquecer;

- Retirar as laminas das caixas de Petri, remover as lamelas e mergulhar as laminas
dos controlos negativos num “coplin jar” diferente das laminas contendo solugdo de

hibridacdo e sonda na solucgdo de lavagem e deixar na estufa durante mais 25 minutos.

Visualizacdo dos resultados

- Retirar as laminas dos “coplin jar” e deixar secar ao ar, no escuro,
- Colocar 6leo de imersdo e observar ao microscépio de epifluorescéncia.

A microscopia de epifluorescéncia baseia-se no uso de luz num comprimento de
onda apropriado para estimular a fluorescéncia numa amostra. No caso do método de
PNA-FISH, o comprimento de onda usado sera aquele que estimulard o fluorocromo
acoplado a sonda PNA usada. Assim sendo, os filtros a utilizar deverdo ter em conta esse

comprimento de onda.

Anexos ao protocolo

1.  Preparacgéo da solucéo de fixacao

Solucdo de Paraformaldeido 4%

A preparacdo de 100 mL de solucdo de paraformaldeido devera efetuar-se da

seguinte forma:
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- Aquecer 65 mL de agua destilada a 60 °C e adicionar, na hotte, 4,0 g de
paraformaldeido;

- Manter a solugédo na placa térmica sob agitacdo e adicionar, gota a gota, NaOH (2
M) para clarificar a solucéo que se encontra esbranquicada (deve demorar 1 a 2 min);

- Retirar da fonte de calor e adicionar 33 mL de 3xPBS (Phosphate Buffered Saline);
- Ajustar o pH a 7,2 com HCI (1 M);

- Filtrar a solucdo através de um acrodisco de porosidade 0,2 um (Orange
Scientific);

- Arrefecer rapidamente até aos 4 °C, no frigorifico ou com gelo.

Solucdo 3xPBS

A tabela que se segue contém as quantidades de reagentes necessarias a preparacdo

de 200 mL de solucdo 3xPBS utilizada na preparacdo da solugédo de paraformaldeido 4%.

Tabela 1 — Composicéo da Solucéo 3xPBS

Compostos e concentracdo na solucao Quantidade ()
180 mM Cloreto de Sédio 4,8
3 mM Cloreto de Potassio 0,120
9 mM Fosfato de Sédio Dibasico 0,486
1,5 mM Hidrogenofosfato de Potéassio 0,120

Apos a dissolucdo de todos os reagentes, perfazer o volume final com 4gua destilada

e autoclavar a solugédo (121 °C, 15 minutos).

2.  Preparacao da solucgéo de hibridizacéao
A quantidade de reagentes necessarios para preparar 10 mL de solugdo vem
apresentada na tabela 2.

120



Anexo

Tabela 2 — Composic¢éo da solucdo de hibridizacdo

Compostos e concentracéo na solugao Quantidade
10% (m/vol) Sulfato de Dextrano 1g

10 mM Cloreto de Sédio 0,0058 g
30% (vol/vol) Formamida 3mL
0,1% (m/vol) Pirofosfato de Sodio 0,01¢g
0,2% (m/vol) Polivinilpirrolidona 0,029
0,2% (m/vol) Ficoll 0,029
5 mM Di-sodio EDTA 0,029

0,1% (vol/vol) Triton X-100 0,01 mL

50 mM Tris-HCI 0,079 ¢

Apbs a dissolucdo de todos os reagentes, perfazer o volume final com agua e acertar

a pH 7,5 (ajuda a dissolver o sulfato de dextrano). Filtrar a solu¢gdo com acrodisco de

porosidade 0,2 um. Guardar a solucéo a 4 °C.

3.  Preparacéo da solucéo de lavagem

Na tabela 3 vem descritas as quantidades de reagentes necessarias a preparacao de

500 mL de solucéo de lavagem. Como a solu¢do perde rapidamente as suas propriedades

tem uma validade de 1 a 2 semanas.

Tabela 3 — Composicédo da solugdo de lavagem

Compostos e concentracéo na solugéo Quantidade
5 mM Tris Base 0,303 ¢g
15 mM Cloreto de Sédio 0,438 ¢
1% (VIV) Triton-X 0,5mL

Apos a dissolugdo de todos os reagentes, perfazer o volume com &gua destilada e

acertar o pH a 10. Autoclavar a solugédo (121 °C, 15 minutos) e guardar a 4 °C.
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I11.4. Caracterizacéo fisico-quimica e reoldgica de iogurtes

1.  Introducéo

O iogurte é um produto lacteo, fresco, obtido pela acdo fermentativa de culturas
bacterianas que consistem tipicamente numa mistura de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, que coexistem simbioticamente.

Geralmente, o iogurte é produzido a partir de leite pré aquecido. O teor em gordura
varia de acordo com a regido do mundo e com a legislacdo do pais de producdo e
comercializacdo. O iogurte pode ser produzido na forma simples, ou com adi¢éo de frutas,
acucar, cereais, ou outros aditivos, como corantes ou agentes espessantes. Diferentes tipos
de leite podem ser utilizados para produzir iogurte. Esta variacdo do leite utilizado tende
a afetar as caracteristicas finais do produto em termos de textura, aroma e sabor.

O iogurte caracteriza-se por:

- Conter menor teor de lactose que o leite. A lactose é parcialmente transformada
em acido lactico durante a fermentacao, sendo esta transformacao essencial para que 0s
individuos intolerantes a lactose possam consumir produtos lacteos.

- Ser um alimento rico em proteinas, contribuindo para o crescimento normal e
manutengdo da massa muscular.

- Conter célcio mineral, existente no leite e essencial para o fortalecimento dos
dentes e 0ss0s.

O iogurte possui uma textura que o diferencia de outros produtos derivados do leite.
A sua textura e viscosidade sdo uns dos principais fatores envolvidos na qualidade e na
aceitacdo do produto. A estrutura fisica do iogurte funciona como uma rede de particulas
de caseina agregadas, onde o soro, os globulos de gordura e as bactérias lacticas estdo
aprisionados.

Os métodos de producdo de iogurte e as formulagbes utilizadas variam
significativamente com o pais produtor e com a marca, resultando em produtos com
propriedades organoléticas diferentes.

O objetivo do trabalho é avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e reologicas de
trés iogurtes: um iogurte solido, um iogurte batido e um iogurte liquido.

O procedimento experimental apresentado pretende fornecer alguns dados para o

arranque do trabalho.
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2. Material e Métodos
2.1 Material

Potenciometro
logurtes
Espectrofotémetro
Estufa a 103-105 °C
Banho a 80 °C
Matrazes 100 mL
Suporte de buretas
Cadinhos

Espatula

Balanca

Varetas de vidro

Viscosimetro “Visco Star Plus”
Bureta

Balanca

Micropipeta de 5 mL

Pontas de 5 mL

Cuvettes

Tubos de ensaio

2.2 Reagentes

NaOH
Fenolftaleina

Reagente de Bradford
Reagente de DNS

2.3 Procedimento Experimental

pH

Determinar o pH, medindo diretamente nos copos de iogurte com um

potenciometro digital.

Viscosidade

Antes de abrir a embalagem, o iogurte devera ser homogeneizado manualmente 10

vezes, 5 vezes ou 2 vezes, caso seja iogurte sélido, iogurte batido ou iogurte liquido,

respetivamente.

No caso do iogurte liquido, é necessario verté-lo para um gobelé de 150 mL para

ser possivel introduzir o spindle no mesmo.

De seguida, os iogurtes deverao ser deixados a repousar no frio, a 4 °C (no minimo

10 minutos), para estabilizar a estrutura. A temperatura é um parametro que influencia a

viscosidade. Consequentemente, os iogurtes deverdo ser mantidos a 4 °C até iniciar o

ensaio.

Apobs este periodo de tempo, devera medir a viscosidade do iogurte.

Para a utilizacdo do viscosimetro devera seguir 0s seguintes passos:

123



Anexo

Primeiro, ligar o aparelho (Figura A.16) nos dois botdes situados na parte detras do

equipamento.

Figura A.23 Viscosimetro VISCO STAR PLUS.

De seguida ir& aparecer um menu igual a imagem seguinte.

—>Config. de Medida
Memorias
Auto-Teste
Configuracao

Escolher a primeira opgéo e pressionar ENTER, originando o0 menu abaixo.

Saida
—>Arquivo Nao
Plotter Nao

Pressionar a tecla ON, aparecendo o seguinte menu:

->Measurement
Time to stop
Time to torque

Utilizar as setas para escolher a op¢do Time to stop e pressionar ENTER,

aparecendo 0 menu abaixo:

124



Anexo

Time 00h 00m 00s

Devera ser pressionada a funcdo ENTER no local onde se deseja alterar e carregar
nas setas para aumentar ou diminuir o valor. A tecla TAB pode ser utilizada para o cursor
ser deslocado para o lado. Deve ser escolhido o tempo desejado (15 minutos), mais 1
minuto para a estabilizacdo do sistema.

No final desta selecéo devera pressionar ON e aparecerd 0 menu:

Medicao
SP: L1 RPM:100.0
d: 1.0000 g/cm3

63.6

O SP representa o spindle selecionado e deve-se escolher o spindle de acordo com
a Tabela 1. A escolha do spindle estd relacionada com o valor da viscosidade e a

percentagem de erro devera estar entre 15 e 85% para se obterem valores crediveis.

Tabela 1 — Spindle utilizada para cada iogurte

logurte Spindle
Batido de morango (polpa) MIMOSA PC
Aroma de morango MIMOSA PC
Liquido de morango MIMOSA L1

No valor de rpm escolher 3 para realizar o teste.

Quando estiver tudo selecionado e a amostra colocada corretamente por baixo do
spindle, pressionar ON e o teste serd iniciado. Para cancelar a operacdo carregar em
QUIT.

ATENCAO: O spindle devera ser colocado centralmente no copo.

Acidez

A acidez é determinada através de uma titulacdo. A titulacdo é efetuada com a
solucdo de NaOH 0.10 M (titulante) e fenolftaleina (indicador). O titulado deve ser
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diluido na proporcéo de 1 para 10 mL. A titulacdo deve ser efetuada até ao aparecimento
de cor rosa.
A acidez pode ser calculada utilizando a seguinte formula:

SXN x40

% Acidez (g/L) = v

Para além da percentagem de acidez total, também se pode determinar a

percentagem de acidez em &cido l4ctico utilizando a equacéo seguinte:

Sx90.08

% Acidez acido lactico (g/mol) = v

Em que:

S —volume de NaOH (mL)

N — normalidade de NaOH (mol/L)

40 — massa molecular de NaOH (g/mol)
V —volume de amostra (mL)

90.08 — massa molecular do &cido lactico (g/mol)

Sélidos totais

Para a determinacéo dos sélidos totais, a amostra devera ser colocada hum cadinho
previamente pesado, apos ter sido colocado numa estufa a 103 - 105 °C, durante 2 horas.
Adicionar cerca de 10 gramas de iogurte no cadinho e colocar na estufa a 105 °C durante
24 horas ou até atingir peso constante. Tirar o cadinho + amostra para um exsicador e

pesar, quando atingir a temperatura ambiente.

Proteinas

Devera comecar por diluir os iogurtes na propor¢édo 1:10.

Pipetar 100 pL de cada uma das amostras diluidas para um tubo de ensaio.
Seguidamente, adicionar 5 mL de reagente de Bradford. Agitar no vortex e aguardar 20
minutos. No final, ler a absorvancia (595 nm) das amostras com um branco de agua

destilada.
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A concentracdo de proteinas pode ser calculada pela equacéao seguinte:

Absggs nm = (—0,0097 £+ 0,0306) + (1,1418 + 0,0532) X [proteina (g/L)]

AcUcares redutores

A cada 0.5 mL de amostra previamente diluida, adicionar 0.5 mL de DNS em tubos
de ensaio. O branco deve ser preparado da mesma forma usando agua destilada.
Mergulhar os tubos num banho a 80 °C, durante 5 minutos. De seguida arrefecer os tubos
num banho a temperatura ambiente e adicionar 5 mL de agua destilada. Ler a absorvancia
a 540 nm.

ATENCAO: Os iogurtes deverdo ser diluidos na proporcéo 1:100.

Utilizando a equacéo apresentada, calcule a concentracdo dos agUcares redutores:

AbSconm = (5,28 X 107* + 4,2 x 107°) x [glucose (mg/L)]
+(—=1,45x 1073 4+ 2,567 x 1072)

3. Tratamento de resultados

Apresente as curvas da viscosidade ao longo do tempo para os trés tipos de iogurte.
Analise os resultados obtidos para o pH, acidez, solidos totais, concentragdo de agucares
redutores e proteinas, comparando os diferentes tipos de iogurtes utilizados. Apresente

outros resultados obtidos que sejam relevantes.
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I11.5. Secagem de maca

1.  Introducéo

O processo de secagem permite a eliminacdo da agua (ou outro liquido) de um
material s6lido, de forma a reduzir a quantidade de &gua residual. Esta reducdo de agua é
pretendida a nivel industrial por diversos motivos, como a reducdo dos custos de
transporte, a otimizacdo da conservacdo e armazenamento dos produtos, de forma a
atingir um produto final com uma determinada qualidade (de Azevedo e Alves, 2010).

A conservagdo melhorada dos alimentos, deve-se ao facto de, no processo de
secagem, o teor de agua ser reduzido, o que leva a uma diminui¢do da atividade dos
microrganismos e das enzimas que degradam os alimentos, bem como a uma reducéo da
degradacédo quimica (Martinazzo et al., 2007).

Por estes motivos, 0os materiais solidos requerem muitas vezes processos de
secagem na sua producdo, sendo por este motivo, a secagem, um processo essencial na
industria alimentar, quimica, farmacéutica, etc. (de Azevedo e Alves, 2010).

A secagem de materiais sélidos é um processo complexo, pois envolve a interacdo
gas-liquido controlada por fenomenos de transferéncia de calor e de massa. Quando o
produto é colocado em contacto com o ar quente, a diferenga de temperaturas origina uma

transferéncia de calor entre o ar e o produto. Por outro lado, a diferenca de presséo de
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vapor entre o ar quente e a superficie do produto provoca a libertacdo de vapor de agua,
gerando a transferéncia de massa (de Gouveia et al., 2003).

Estes processos ocorrem em simultaneo com processos cinéticos associados a
alteracdes fisicas e quimicas que podem originar alteracbes de cor, textura, odor, entre
outras, no material sélido. Deste modo, muitas vezes associado a este processo encontra-
se a aplicacdo de tratamentos nos produtos para que estes ndo sofram alteractes das
propriedades organoléticas (de Azevedo e Alves, 2010).

A estrutura, a forma e dimensdo dos diversos produtos, o tipo de secadores
empregues, a temperatura e a velocidade do ar tém influéncia no processo de secagem (de
Gouveia et al., 2003).

Os secadores aplicados podem operar em continuo ou descontinuo, e a energia pode
ser transferida por convecc¢éo ou por conducdo. Na secagem por conveccdo (ou direta) o
solido é exposto, diretamente, a uma corrente de ar quente, recebendo calor por
convecgdo. Na secagem por conducdo (indireta), o solido é colocado numa superficie
metalica aquecida, através da qual o calor é transferido (de Azevedo e Alves, 2010).

De forma a avaliar o processo de secagem, encontram-se descritos modelos
matematicos, baseados em processos de simulacdo (Pontes et al., 2009).

Foram desenvolvidos diversos tipos de modelos: modelos teéricos, empiricos e
semi-tedricos (Martinazzo et al., 2007).

Dentro dos modelos tedricos, prevalece a difusdo baseada segundo a Lei de Fick,
na qual é descrito que o gradiente de concentracdo de agua € proporcional ao fluxo de
massa, por unidade de area (Martinazzo et al., 2007; Pontes et al., 2009).

Relativamente aos modelos empiricos, estes sdo realizados segundo dados
experimentais. Nestes modelos é exposta a proporcionalidade direta entre o teor de
humidade e o tempo de secagem. Dentro deste modelo, o mais aplicado é o de Thompson
(Martinazzo et al., 2007).

No que concerne aos modelos semi-tedricos, estes sdo a combinacdo dos modelos
anteriores, baseando-se na Lei de Newton. Esta Lei assume que as condic¢des aplicadas
sdo isotérmicas e que as resisténcias a transferéncia de massa sao maioritariamente na
superficie do produto. Os modelos de Page, Page modificado, Dois Termos, Henderson e
Pabis sdo os modelos mais comumente aplicados (Martinazzo et al., 2007).

Os diferentes modelos ajustam-se a situacdes diferentes de secagem, conforme o

produto utilizado e as condi¢bes empregues (Martinazzo et al., 2007).
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Na Tabela 1 encontram-se as equagdes matematicas descritivas destes modelos.

Tabela 1 — Modelos matematicos para avaliar o processo de secagem

Modelo Equacéo
De d.IfUSElO (Lei RU - U-U, _ Ez 1 e—(2n+1)2n2D$
de Fick) Ui—U, mL@n+1)?

n=

Thompson t=a-In(RU) + b - [In(RU)]?
Newton RU = e(-kD
Page RU = e(-kt™
Page modificado RU = el-kt"]
Dois Termos RU =a-eCko)  p. etk
Henderson e RU = 3 - e(-kD
Pabis

Referéncia
Martinazzo et
al., 2007;
Pontes et al.,
2009
Martinazzo et
al., 2007
Martinazzo et
al., 2007
Martinazzo et
al., 2007;
Pontes et al.,
2009
Martinazzo et
al., 2007;
Pontes et al.,
2009
Martinazzo et
al., 2007
Martinazzo et
al., 2007

Em que (Martinazzo et al., 2007; Pontes et al., 2009):
RU - razdo de humidade do produto (adimensional)

t — tempo de secagem (s)

K, ko, k1 — coeficientes de secagem (s™)

a, b, n — constantes dos modelos (adimensional)

n — numero de termos da equagdo (adimensional)

D — coeficiente de difusdo (m?s?)

L — espessura do produto (m)

U — teor de 4gua do produto

U; — teor de &gua inicial do produto

Ue — teor de agua de equilibrio do produto
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O processo de secagem possui vantagens e desvantagens (de Azevedo e Alves,
2010).

As principais vantagens séo (de Azevedo e Alves, 2010):

- Facilidade do processo.

- Custo e simplicidade do equipamento.

- Aumento do periodo de vida util.

As desvantagens sdo (de Azevedo e Alves, 2010):

- Alteracdo das propriedades fisicas e quimicas das amostras;

O objetivo deste trabalho experimental consiste na determinacdo das curvas de
secagem para a maca.

O procedimento experimental apresentado pretende fornecer alguns dados para o
arranque do trabalho. O teste de outras condi¢des processuais devera ser planeado pelo
grupo diretor.

2.  Procedimento experimental
2.1 Material

Estufaa 60 °C

Exsicador

Balanca

Placas de Petri

Macas

2.2 Reagentes
Cloreto de sédio 0.5%
Cloreto de sodio 1%

Acido ascorbico 1%

2.3 Procedimento
Descascar as macés e cortar fatias de aproximadamente 5 mm e com 0 mesmo

tamanho (o0 mais aproximadamente possivel). Devera cortar em nimero suficiente para

131



Anexo

elaborar a curva de secagem (processo a decorrer durante 48 horas), de forma a possuir
quadruplicados e para amostras sem tratamento e com tratamento (descrito abaixo).
Adicionalmente cortar mais fatias de macéa para determinagdo dos pesos secos, apos
pesagem prévia. Para obter o peso seco, colocar as amostras na estufa a 60 °C até atingir
peso constante, e pesar, depois de deixar arrefecer no exsicador.
Para a determinagdo do teor de humidade critico, colocar quatro amostras,
previamente pesadas, ap6s 48 horas de secagem, a temperatura ambiente até atingir peso

constante.

Nota: todos os recipientes (vazios, ou com amostra) devem ser rigorosamente

pesados antes e apds secagem.

Colocar as amostras nas prateleiras da estufa a 60 °C (estas amostras devem ser
rigorosamente pesadas — tempo zero). Ao longo dos tempos definidos pelo grupo diretor
devem ser retiradas amostras (sempre em duplicado) e colocadas no exsicador até atingir
a temperatura ambiente. Posteriormente, pode-se efetuar a pesagem rigorosa.

Adicionalmente devem ser testados dois métodos de conservacdo da maca, através

da utilizacdo de NaCl a 1% e acido ascérbico a 1%.

Para este fim, colocar as amostras numa solucéo de NaCl a 0.5% durante 5 minutos
(pré-tratamento).

No final deste tempo, dividir as macds pelos outros tratamentos (NaCl a 1% e acido
ascorbico a 1%). Esperar mais 5 minutos.

Retirar as fatias dos tratamentos, remover o excesso de solu¢do com papel
absorvente antes de colocar nos recipientes.

Proceder com o processo de secagem, da mesma forma que anteriormente.

N&o esquecer de cortar fatias adicionais para a determinacdo do peso seco e de

determinar o teor de humidade critico apds 48 horas de secagem, para as amostras com

tratamento.

3. Tratamento dos resultados
Elaborar as curvas de secagem (humidade em funcdo do tempo) e determinar o teor
de humidade critico. Analisar a influéncia dos diversos processos de conservagdo na

secagem da fruta. Apresentar outros resultados obtidos que sejam relevantes.
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IV. Boletins de Analise

IV.1. Modelo utilizado para analise das aguas da FEUP

Resultados das analises bacteriologicas

Requerente:

Localizacéo:

Amostra:

Data:

Parametros analisados

Heterotroficos Heterotréficos Fungos Actinomicetes | P.aeruginosa
Volume totais a 22 °C totais a 37 °C
Inoculado | Plate Count Agar, | Plate Count Agar, Potato Dextrose Actinomycets Cetrimida, 48 h
72 h 48 h Agar, Isolation Agar, a37°C
1mL
101
10
107
10*

Resultados finais (ufc/250 mL)

HT a22 °C

HT a37 °C

Fungos

Actinomicetes

P.aeruginosa
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IV.2. Modelo utilizado na determinacéo da E.coli e Enterococos fecais

Resultados das analises bacterioldgicas

Requerente: Colheita Inicio da anélise Observacoes

Localizacéo: Dia

Amostra: Hora

TESTES PRESUNTIVOS
E.coli e bactérias coliformes Enterococos fecais
Membrane Lauryl Sulfate Broth Slanetz and Bartley
30°C,4h+44°C, 14 h 36+2°C,44h+4h
Volume ufe
inoculado ufc amarelas ufc duvidosas vermelhas/castanhas/rosas ufc duvidosas
TMTC - too much
to count
TESTES CONFIRMATIVOS
©) E.coli e bactérias coliformes Enterococos fecais
Origem e 35°C,24a48h 44+05°C,2h
descricao da (0) Cor Gas MUG Indole ©O) BEA
amarela
ufc
+ teste positivo
- teste negativo
RESULTADOS FINAIS
E.coli e Bacterias coliformes ufc/100 ml
Enterococos fecais ufc/100 ml
ufc — unidades
formadoras de
colénias
Técnica analista Responsavel pela analise
Silvia Faia Dra. Olga Nunes
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IV.3. Modelo utilizado na determinacéo de coliformes totais, fecais e

enterococos fecais

Resultados das analises bacterioldgicas

Requerente: Colheita Inicio da analise
Localizacéo: Dia
Amostra: Hora

TESTES PRESUNTIVOS

Observacdes

Origem e (35+0,5°C)48h+2h (44,5+0,2 °C) 48 h

+2h | (35+05°C)24h+2h

descricao da © LTB | BGB2% ©

EC (0) BEA | Catalase

ufc

Coliformes totais Coliformes fecais Enterococos fecais
mEndoLesAgar mFCAgar mEnterococcusAgar
(35+£05°C)24h+1h (445+0,2°C)24h+1h (35+0,5°C)48h+2h
Volume ucf brilho ufc duvidosas ufc azuis ufc duvidosas ufc ufc duvidosas
inoculado metalico castanho/rosadas
TMTC - too much
to count
TESTES CONFIRMATIVOS
©) Coliformes totais Coliformes fecais Enterococos fecais

+ teste positivo
- teste negativo

RESULTADOS FINAIS
Coliformes totais

Coliformes fecais
Enterococos fecais

Salmonelas

ufc/100 ml
ufc/100 ml
ufc/100 ml

Presenca/auséncia

ufc — unidades
formadoras de
colénias

ND — ndo
determinado

Técnica analista

Silvia Faia

Responsavel pela analise

Dra. Olga Nunes
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