¢
4
4
4
®
4
4
4
4

ry

PPPPPSPSSS

II VOLUME

LABORATORIA....MO "
DALLA CELLULA Al
MICRORGANISMI

LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA
Aspetti teorici e pratici

DI
MICHELE CAPURSO

Libro misto
multimediale e EDIZIONE DIGITALE
S

'.’\\ > 2‘«
ju jm
DVD con 5 filmati K’/w

pit espansione Editore Nannarino

X

File pdf risoluzione standard




ACCEDI ALL'ESPANSIONE ONLINE http://www.editoremannarinonew.it/esp.-online-lab-microbiol-editore-mannarino.php

Libro digitale Laboratoria...mo IV © Editore Mannarino

Copyright ©
Editore Mannarino Franco
Contrada S. Chiara, 4 25122 Brescia
http://'www.editoremannarino.it
infotiscali@editoremannarino.it
Prima edizione novembre 2013

Ristampe: 2014 2015 2016 2017 2018
1 2 3 4 5

L'opera, Laboratoria....mo dalla cellula ai microrganismi £D/ZIONE DIGITALE ISBN 9788896708187
E stata curata da: Michele Capurso

- Icona logo editore di Fabio Coscarella

- Progetto grafico: Michele Capurso e Franco Mannarino

- Rilettura del testo: prof. Francesco Digregorio, dott.** Imma Bianco

- Illustrazioni : Michele Capurso

- Videoimpaginazione: Fabrizio Caruso

- Stampa e Legatura: tipografia Grafiche Calabria, Via Marciello - zona P.I.P. Amantea (CS)

Collaborazioni e ringraziamenti: voglio ringraziare tutti i colleghi, che mi hanno sempre incoraggiato ad
andare avanti nella realizzazione di questo lavoro, quanti mi hanno aiutato nella stesura di schede didattiche
e nella realizzazione di esperienze di laboratorio ed in particolare il dott. Loperfido (Direttore del Laboratorio
EuroQuality), la dott*** Bianco e la dott.*** Contento.

Considerato che la realizzazione di un testo richiede particolare attenzione nei controlli ed ¢ molto difficile
evitare completamente errori e imprecisioni, 1’editore ringrazia sin da ora chi vorra segnalarli.

Per la segnalazione o suggerimenti scrivere a:

Sito Web http://www.editoremannarinonew.it infotiscali@editoremannarino.it

L ‘editore ¢ a disposizione degli aventi diritto con i quali non ¢ stato possibile comunicare per eventuali
omissioni o inesattezze nella citazione della fonte dei brani o delle illustrazioni riprodotte nel presente
volume

1 diritti di traduzione e riproduzione, totali o parziali anche ad uso interno o didattico con qualsiasi mezzo sono riservati per
tutti i paesi € vietata la riproduzione e la diffusione dei contenuti digitali. Il file a risoluzione standard non ¢ stampabile e
non si possono copiare parti dei contenuti pud essere utilizzato solo a titolo personale fino alla data della scadenza.

OULIDUUDI 2LONPT O AJT OW "DLIOIDAOGDT IPISIP 0.4q1T



Libro digitale Laboratoria...mo IV © Editore Mannarino

ACCEDI ALL'ESPANSIONE ONLINE

VOLUME II

LABORATORIA.....MO
DALLA CELLULA Al
MICRORGANISMI

LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA
Aspetti teorici e pratici

1l mio auspicio é quello di aver realizzato un supporto didattico
valido, efficace e di facile consultazione, soprattutto per i nostri
studenti, che rappresentano il fulcro della nostra azione.

L'autore

MICHELE CAPURSO

Q
\
D

EDITORE MANNARINO

OULIDUUDIY 2400PT O AT OW " DILOIDLOGDT IDISIP 04qQIT



Libro digitale Laboratoria...mo IV © Editore Mannarino

ACCEDI ALL'ESPANSIONE ONLINE

Fremessa

Nell’ambito delle diverse strategie metodologiche, I’attivita laboratoriale, rappresenta
il modo attivo per insegnare la Biologia e le Scienze in genere.

La fase sperimentale, consente di sviluppare negli studenti, I’iniziativa, Ia
partecipazione, 1’autonomia, le capacita di riflessione, di analisi, di padronanza di
semplici tecniche e superare, cosi, la distinzione fra teoria e pratica.

La teoria ¢ spesso presentata come una serie di certezze e le esperienze fatte in
laboratorio, evidenziando quanto studiato, consentono un approccio piu realistico alla
teoria.

In questa ottica, il lavoro che si propone vuole essere un valido supporto teorico-
pratico nello studio della Biologia e della Microbiologia, disciplina questa che sta
assumendo sempre piu un ruolo di estrema importanza nella vita di ogni giorno, per le
implicazioni che i microrganismi hanno a diversi livelli: nel controllo della salubrita di
prodotti alimentari, nell’azione condotta in particolari processi di trasformazione, nella
produzione di prodotti biocompatibili, nello studio e nelle conoscenze assunte in
campo biotecnologico.

Il percorso tracciato nei tre volumi, di cui si compone ’opera, anche se si rivolge
prevalentemente a studenti del corso di studi di operatore tecnico di laboratorio
Chimico-Biologico, tecnico ad indirizzo Chimico-Biologico, Agrario e Liceo delle
Scienze Applicate, sviluppa concetti di Biologia di base con chiavi di lettura di diversi
fenomeni biologici integrati da schede applicative, tale da potersi adattare a diverse
esigenze curricolari.

Il disagio didattico vissuto in piu di vent’anni di insegnamento, legato a quello degli
studenti, per la difficolta di non aver trovato un libro di testo che potesse riassumere i
contenuti disciplinari propri delle materie oggetto di studio del corso Professionale per
Chimico-Biologico, che spaziano dalla Biologia, alla Batteriologia, alla Biochimica,
alla Microbiologia, ¢ stato I’input che mi ha spinto ad intraprendere questo lavoro a
mio avviso arduo, perché non ¢ per niente facile trasferire un’esperienza didattica in un
testo scritto. Il risultato finale del lavoro, non poteva non tener conto dell’esperienza
maturata in campo didattico e metodologico, del confronto sistematico € continuo con
altri colleghi, delle difficolta incontrate dagli alunni nell’acquisizione dei concetti
teorici e procedurali in laboratorio e non per ultimo delle ore di lezione a disposizione.

Il mio auspicio ¢ quello di aver realizzato un supporto didattico valido, efficace e di
facile consultazione, soprattutto per i nostri studenti, che rappresentano il fulcro della
nostra azione.

Visto che I’imprecisione ¢ dell’'uomo, ringrazio fin d’ora quanti vorranno segnalare
imprecisioni o inesattezze sfuggite nella trattazione degli argomenti proposti.

Per concludere, ma non per ultimo, voglio ringraziare tutti i colleghi, che mi hanno
sempre incoraggiato ad andare avanti nella realizzazione di questo lavoro, quanti mi
hanno aiutato nella stesura di schede didattiche e nella realizzazione di esperienze di
laboratorio ed in particolare il dott. Loperfido (Direttore del Laboratorio EuroQuality),
la dott.ssa Bianco e la dott.ssa Contento.
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FER L' INSEGNANTE

L’idea che ha accompagnato il presente lavoro ¢ stata quella di sviluppare attraverso
attivita laboratoriali, un percorso didattico che spazia dalla Biologia generale, alla
Batteriologia, alla Microbiologia ambientale e agro-alimentare, discipline oggetto di
studio negli Istituti Professionali, Tecnici ad indirizzo Chimico-Biologico, Agrario e
Licei delle Scienze Applicate, per consentire un approccio non “virtuale” ma di piu
semplice comprensione dei contenuti previsti dai programmi ministeriali.

Il lavoro si compone di diversi percorsi didattici a cui sono associate numerose
esperienze di laboratorio, e si propone quale strumento formativo sui diversi aspetti
che interessano le problematiche legate allo studio della cellula e dell’organizzazione
cellulare, alla ricerca e identificazione di microganismi, alle interazioni microrganismi-
uomo-ambiente-alimenti.

I punti di forza del lavoro sono:

- la scansione razionale degli argomenti;

- la varieta delle esercitazioni descritte;

- la semplicita del linguaggio;

- I’uso costante delle immagini nella descrizione delle fasi operative e dei risultati
attesi.

Quanto alla struttura, il lavoro inizia dai concetti introduttivi di base, dove
fondamentale risulta essere la parte relativa alla sicurezza, che attraverso la
conoscenza dei simboli, delle frasi di rischio e i consigli relativi, vuole mettere in
guardia quanti operano in un laboratorio didattico di Biologia per riconoscere i punti
critici di pericolo e saperli neutralizzare.

Le singole esercitazioni che vengono proposte, seguono un percorso che non lascia
nulla al caso e contengono informazioni puntuali e dettagliate circa:

- 1 materiali occorrenti;

- 1 punti di criticita e pericolo;

- la metodica;

- spunti per la riflessione e 1’area di raccolta e organizzazione dei dati.

Accompagna il lavoro un quaderno per il docente che contiene schede strutturate

predisposte per la valutazione e la verifica dei saperi appresi, inerenti gli aspetti trattati,
complete di risposte ai quesiti posti.
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PER LO STUDENTE

Il presente lavoro si caratterizza per l’organizzazione di un percorso formativo
strutturato in moduli che tiene conto delle indicazioni ministeriali e delle reali necessita
didattiche sperimentate in campo, adeguate al monte ore a disposizione.

Le difficolta spesso manifestate dagli studenti nel prendere rigorosamente appunti
durante le fasi di descrizione delle esercitazioni, il problema di saper strutturare le
informazioni date, per avere riferimenti chiari ¢ adeguati per uno studio successivo, la
necessita di operare in regime di sicurezza, sono aspetti particolarmente curati.

Infatti, lo studente ha a disposizione un gran numero di schede di esercitazioni che
consentono di contestualizzare gli argomenti teorici presentati, con organicita di
impostazione e sequenzialita in merito all’acquisizione dei concetti fondanti la
Biologia e Microbiologia.

Ogni scheda prevede a completamento dell’esperienza svolta, 1’area della raccolta e
organizzazione dei dati e domande di riflessione che lo studente puo utilizzare per
meglio inquadrare i risultati ottenuti e per sollecitare ulteriormente la propria curiosita,
cosi da ricavare altri elementi per la discussione e il confronto rispetto alle
informazioni teoriche che hanno preceduto 1’esperienza o che saranno motivo di
approfondimento successivo.
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GLI ESSERI VIVENTI
Un po’ di storia

Un tempo gli "Esseri Viventi" venivano distinti in due Regni: il Regno "Vegetale" ¢ il
Regno "Animale".

I primi erano rappresentati da organismi fissi sul terreno, in grado di compiere la
fotosintesi e da altri organismi unicellulari come batteri, alghe e funghi.

Degli animali facevano parte organismi capaci di movimento ed a questi venivano
associati anche i1 Protozoi.

Nel 1735 Carlo Linneo con la pubblicazione di “Systema naturae", manteneva la
struttura a due Regni e proponeva una suddivisione in categorie (Regno, Classe,
Ordine, Famiglia, Genere e Specie).

Con lo sviluppo delle conoscenze biologiche diventava sempre piu evidente la
necessita di una piu articolata suddivisione.

Nel 1866 Haeckel, proponeva un terzo Regno di organismi monocellulari
rappresentato dai Protisti.

I Regni diventavano quattro nel 1938 con Copeland che aggiungeva il Regno dei
Bacteria, mentre nello stesso anno Chatton riteneva si potessero raggruppare gli
organismi viventi in due macrodivisioni: i1 Procarioti e gli Eucarioti.
Whittaker nel 1969 proponeva una suddivisione in 5 Regni. Questo sistema, anche se
non privo di difetti, ha incontrato una larga diffusione sia tra gli specialisti che nei testi
scolastici.

I criteri principali su cui si basa la classificazione di Whittaker sono:

a)tipo di cellula (cellula procariotica o eucariotica);

b)tipo di organizzazione cellulare (isolata, unicellulare a colonia o pluricellulare);
c)tipo di nutrizione (autotrofa, eterotrofa per assorbimento, eterotrofa per ingestione).

In base a questi criteri (ma non solo), le specie viventi sono suddivise in 5 Regni:
1.Monera, comprendente i procarioti, ossia archeobatteri, batteri e cianobatteri (alghe
azzurre).
2.Protisti, comprendente organismi eucarioti unicellulari.
3.Piante, comprendente organismi eucarioti pluricellulari autotrofi che si nutrono per
mezzo della fotosintesi.
4.Animali, comprendente organismi eucarioti pluricellulari eterotrofi che si nutrono
introducendo sostanze alimentari in un tubo digerente in cui avviene la loro
demolizione e digestione (ingestione).
5.Funghi, comprendente organismi eucarioti pluricellulari eterotrofi che si nutrono per
assorbimento (ossia mediante il passaggio diretto delle sostanze attraverso la
membrana cellulare).
Attualmente le specie viventi sono assegnate a sei regni:
= Animalia - Plantae - Eumycota - Chromista - Protozoa - Bacteria.

I cromisti sono un gruppo tassonomico di esseri viventi eucarioti unicellulari o
pluricellulari, per la maggior parte fotosintetici.
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GLI ESSERI VIVENTI

ESSERI VIVENTI secondo 1a teoria dei 5 Regni

Definizione di microrganismo

Nella letteratura biologica, il termine "microrganismo", non indica un preciso gruppo
biologico, bensi un insieme eterogeneo di organismi accomunati:
- da piccole dimensioni;
ma
- dotati di proprie caratteristiche strutturali;
- di precise attivita fisiologiche,
- di particolari cicli vitali.

Al mondo microbico vengono assegnati cinque tipi di organismi:

=Rl ol
—Zozam=
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DISTRIBUZIONE IN NATURA DEI MICRORGANISMI

L'enorme diffusione dei microrganismi in un numero praticamente illimitato di
ambienti e substrati ¢ conseguenza della loro capacita di adattamento a situazioni
ambientali anche notevolmente diversificate.

I microrganismi sono infatti presenti:

Q in situazioni particolarmente inospitali
(acque stagnanti, sorgenti solforose calde, impianti di trattamento scarichi

urbani, fondali marini, ecc.);

Q in ambienti comuni
(corsi d'acqua, terreno, ecc.);

Q in microambienti
(pozzanghere, granelli di terra);

Q in simbiosi con altri organismi viventi
(superficie delle foglie, cavita intestinale dell'uomo, ecc.).

Perché un qualsiasi ambiente possa diventare un habitat idoneo allo
sviluppo dei microrganismi, occorre che questi, siano in grado di :

a) soddisfare le proprie esigenze energetiche e nutritive
b) trovare condizioni comprese entro i limiti in cui si svolge la vita.
Rispetto alla flessibilita di adattamento esistono forme microbiche:

+ altamente specializzate
(capaci di vivere solo in determinati habitat)
¢ poco specializzate
(in grado di tollerare notevoli differenze ambientali).
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DISTRIBUZIONE IN NATURA DEI MICRORGANISMI

La capacita dei microrganismi di adattarsi ad habitat differenti ¢ strettamente correlata:

U ad alcune peculiarita strutturali

U alla notevole velocita riproduttiva
(una rapida moltiplicazione favorisce la conservazione delle specie microbiche)

U all'ampia varieta e variabilita metabolica
(la presenza di particolari sistemi enzimatici consente 1'utilizzo e la trasformazione,
secondo sequenze operative diversificate, di una vasta gamma di
composti chimici).

MICRORGANISMI E AMBIENTI NATURALI

SUOLO

|
_ | |
PROTOZOI ALGHE LIEVITI

ACQUA

|
| |
PROTOZOI ALGHE
ARIA

SPORE
FUNGINE
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ACCEDI ALL'ESPANSIONE ONLINE

AZIONE DEI MICRORGANISMI

I microrganismi nonostante le ridottissime dimensioni, sono caratterizzati da
un'elevata capacita interattiva con I'uvomo ed il suo ambiente.

I principali rapporti (interazioni) che intervengono tra i microrganismi e I'ambiente e
che influiscono positivamente sull'habitat, sono di diversa tipologia:

BIOTRASFORMAZIONE o0 BIOCONVERSIONE

BIODEGRADAZIONI

BIODETERIORAMENTO

PATOGENICITA'

BIOTRASFORMAZIONE O BIOCONVERSIONE

1. Trasformazioni fermentative causate da batteri e lieviti.

2. Capacita di alcune cellule microbiche di produrre composti ad attivita stabilizzante.
3. Produzione di nuovi ormoni e¢ di nuovi antibiotici tramite un processo di
bioconversione operato prevalentemente da muffe a carico di molecole progenitrici.

L’evoluzione della tecnica ha portato, a sostituire le tradizionali associazioni
microbiche naturalmente presenti nel materiale di partenza con colture pure di batteri
significativi isolati, purificati e concentrati in laboratorio (ceppi selezionati), con
conseguente migliore controllo da parte dell’uomo delle attivita fermentative, e una piu
elevata affidabilita commerciale dei processi produttivi.

BIODEGRADAZIONI

Con il termine di “biodegrazioni” si indica I’insieme dei fenomeni di decomposizione
delle sostanze organiche. Utile applicazione hanno trovato recentemente nei proessi di
depurazione e conversione dei rifiuti e delle acque.

In linea generale, i processi di biodegradazione avvengono secondo due distinti
meccanismi, spesso combinati:

O di tipo aerobio

O di tipo anaerobio.
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ACCEDI ALL'ESPANSIONE ONLINE

AZIONE DEI MICRORGANISMI

BIODETERIORAMENTO

Descrive ogni diminuzione delle caratteristiche estetiche, nutrizionali o piu
generalmente della qualita di materiali che vengono utilizzati dall'uomo per le sue
attivita.

Il deterioramento si rende visibile quando i componenti del materiale (substrato)
subiscono demolizioni alterative ad opera di enzimi prodotti da una biomassa
sufficientemente grande.

Per i diversi tipi di prodotti esistono associazioni microbiche in grado di stabilire
fenomeni di interazione/interdipendenza.

Lo scadimento qualitativo dei prodotti attaccati dagli enzimi microbici, pud interessare
l'aspetto, I'odore o il sapore, piu spesso l'insieme di queste caratteristiche.

Esso ¢ imputabile a:

> modificazione di uno o piu caratteristiche del prodotto in questione;
(rammollimento della frutta e della verdura);

> accumulo di metaboliti microbici che conferiscono -caratteristiche
insolite al prodotto invaso dalle cellule microbiche.

PATOGENICITA’
Condizione determinata dalla presenza in alimenti o prodotti di fattori patogeni che
possono essere di natura chimica o biologica, in grado di provocare uno stato di

malattia.

Per malattia deve intendersi ogni turba nello svolgimento dei processi vitali che
porta alla perdita dello stato di benessere dell'individuo.
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FUNGHI o MICETI

Cosa sono i funghi

\

I funghi sono organismi eucarioti — il cui materiale genetico ¢ racchiuso da una

membrana all'interno di un nucleo — immobili ¢ non fotosintetici.

Rappresentano uno dei cinque Regni in cui sono stati suddivisi tutti gli esseri viventi: il
Regno dei Fungi o Miceti. Comprendono: lieviti, muffe e funghi eduli.

Sono organismi fondamentalmente semplici privi di tessuti differenziati e specializzati.
Non essendo dotati di clorofilla e non potendo quindi effettuare fotosintesi e ricavare
energia dal sole come le piante, si devono necessariamente nutrire dei composti
organici sintetizzati da altri esseri viventi; appartengono di conseguenza al novero
degli organismi eterotrofi: le sostanze nutritizie che necessitano per vivere vengono
assorbite direttamente dall'ambiente esterno.

Cosa fanno

Il loro "ruolo", in natura, ¢ fondamentalmente quello di decomporre il materiale
organico e renderlo cosi disponibile, in forma di concime, alle piante verdi; per farlo,
crescono e proliferano in quasi tutti gli ambienti, alla luce del sole o al buio.

Dove vivono

I funghi vivono, per esempio, nel suolo, nella vegetazione marcescente e all'interno o

sulla superficie di molti alimenti; alcune specie colonizzano abitualmente anche il
nostro apparato digerente.
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FUNGHI o MICETI

Come si nutrono

Nei funghi non si possono rinvenire pigmenti capaci di catturare la luce e questo fa si
che possano espletare unicamente una nutrizione di tipo eterotrofo.

In genere si nutrono dei tessuti di organismi morti, ma alcune specie sono in grado di
attaccare anche esseri viventi, nel qual caso possono essere causa di numerose malattie
infettive, anche per 1'uvomo.

Le modalita di nutrimento dei funghi sono essenzialmente tre:

a) funghi saprofiti: si nutrono di materiale organico appartenente a organismi vegetali
o animali morti;

b) funghi parassiti: per nutrirsi aggrediscono piante e animali ancora viventi,
causandone a volte anche la morte; rappresentano gli agenti patogeni all'origine delle
micosi;

¢) funghi simbionti: vivono a stretto contatto con altri esseri viventi, ma in questo
caso il vantaggio — a differenza che nel parassitismo — ¢ di entrambe le specie
coinvolte in questo scambio di tipo mutualistico; esempi di relazioni simbiotiche sono
i licheni (tra un fungo e un alga) o le micorrize (tra un fungo e una pianta verde, a
livello delle radici).

Come sono fatti

In quanto eucarioti, i funghi sono provvisti di organelli cellulari dotati di membrane e
di un nucleo contenente un nucleolo e un numero specifico di cromosomi legati alla
membrana nucleare.

Al Regno dei Funghi appartengono sia organismi estremamente semplici, che
comprendono una sola cellula, sia organismi pluricellulari e relativamente complessi,
strutturati in filamenti a loro volta unicellulari o pluricellulari, chiamati ife. E il fitto
intreccio delle ife che costituisce il micelio, ossia I'apparato vegetativo (il "corpo") dei
funghi.

Le ife pluricellulari sono generalmente settate: le cellule che le compongono sono
infatti separate da pareti cellulari che consentono, in alcuni casi, il passaggio di
materiale e persino di organelli tra una cellula e I'altra. Questa forma di comunicazione
cellulare all'interno dei singoli filamenti € resa possibile dalla presenza, nelle pareti che
separano cellule adiacenti, di uno o pit pori.

Le ife non settate sono invece costituite da un'unica cellula plurinucleata.
Come nelle piante, quindi, anche nei funghi si osserva in genere la presenza, intorno
alla membrana, di una rigida parete cellulare; a differenza della parete delle cellule
vegetali, costituita in prevalenza da cellulosa, quella dei funghi ¢ pero composta
soprattutto da chitina, un differente polisaccaride che si ritrova anche nell'esoscheletro
rigido e impermeabile degli insetti e degli artropodi in generale.
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Strutture ife del micelio basale

e
Ife superficiali epicute

OULIDUUDIY 2400PT O AT OW " DILOIDLOGDT IDISIP 04qQIT



