





tura 6tima de crescimento entre 15 - 25°C; as mesoéfilas tém temperatura
6tima de crescimento entre 25 - 45°C; e as termofilas tém temperatura
otima de crescimento entre 45 - 80°C.

e pH - quanto a tolerancia ao pH, as bactérias podem ser aciddfilas, neu-
trofilicas e alcaldfilas. Normalmente, o pH &6timo é bem definido para
cada espécie e a maioria das bactérias ndo cresce em valores de pH acima
ou abaixo de seu pH 6timo.

Tabela 4.1: Classificacao das bactérias quanto a tolerancia ao pH

Bactérias Crescimento — faixa de pH
Aciddfilas 0,1a54
Neutrofilas 55a85
Alcaléfilas 85a11,5

Fonte: http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/nutricao/nutricao.html#nutricao

e Oxigénio — quanto a respiracao, as bactérias podem ser: aerdbias estri-
tas (necessitam de O, para crescer), anaerobias estritas (s6 crescem na
auséncia de O,), microaerofilicas (precisam de O,, mas em pressao infe-
rior a atmosférica) e anaerdbias facultativas ou aerotolerantes (crescem
na presenca ou auséncia de O,). Veja Figura 4.7.

Figura 4.7: Cultura de microorganismos com diferentes necessidades de O.: (a) aerébios;
(b) anaerdbios estritos; (c) anaerobios facultativos; (d) microaerofilos e (e) anaerébios
aerotolerantes

Fonte: CTISM
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e Agua - essencial a qualquer microrganismo; embora a necessidade seja
variada, somente endésporos bacterianos podem sobreviver sem agua.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao dos tipos reprodutivos, as formas de
obtencao de energia, macro e micronutrientes, as fases de crescimento e os
fatores que limitam o crescimento bacteriano. Na préxima aula, iniciaremos
o estudo dos fungos, em especial as leveduras.

Atividades de aprendizagem
1. Defina reproducao assexuada por cissiparidade ou fissao binéria.

2. Expligue, por meio de esquemas com texto explicativo, o processo de
recombinacao genética por transformacao.

3. Descreva a reproducdo em que uma bactéria transmite a outra bactéria
material genético através de “pélos sexuais”.

4. Represente esquematicamente o processo de recombinacao genética por
transducdo.

5. O que se entende como enddsporo ou esporo bacteriano?
6. Do ponto de vista nutricional, como as bactérias podem ser divididas?
7. Diferencie macronutrientes de micronutrientes e dé exemplos de cada um.

8. Comente sobre as fases de crescimento das bactérias, caracterizando
cada uma delas.

9. Quais os principais fatores limitantes do crescimento bacteriano?

10.De acordo com a temperatura e as necessidades de oxigénio, como as
bactérias podem ser classificadas?

11.Dé a classificacdo das bactérias de acordo com o étimo de pH.

12.Diferencie bactérias aerdbias de bactérias anaerdbias.
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Aula 5 - Fungos (leveduras):
morfologia e estruturas

“A persisténcia é o caminho do éxito”.

Charles Chaplin
Objetivos
Conhecer os fungos: suas principais caracteristicas.
Conhecer a importancia das leveduras nos processos industriais.
Identificar as formas e os arranjos morfoldgicos das leveduras.

Compreender as estruturas das células das leveduras.

5.1 Apresentacao
Os fungos sao importantes nas industrias quimicas, farmacéuticas, de alimen-
tos e também na agricultura.

Vocé j& ouviu falar de leveduras, bolores, cogumelos, orelhas de pau. Todos
Sa0 seres vivos que possuem caracteristicas semelhantes, proprias do reino dos
fungos. Nesta aula e neste caderno daremos énfase as leveduras.

5.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos e
absorve componentes organicos como fonte de energia. Sao aerdbicos em sua
grande maioria, mas alguns sao anaerobicos estritos e facultativos. Podem ser
uni ou multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Possuem
parede celular rigida que pode ser composta de celulose, glicanas, mananas
ou quitina e membrana celular com esterdis presentes. Seu principal material
de reserva é o glicogénio.

Os fungos estudados em microbiologia compreendem as leveduras e os bolo-
res. As leveduras sao unicelulares, ndo-filamentosas, apresentam em média de
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ricos em clorofila), responsavel
pela coloraco verde das plantas.




1 a5 pm de diametro e de 5 a 30 pm de comprimento. Elas sao geralmente
ovais, podendo apresentar morfologia alongada ou esférica. As leveduras ndo
possuem flagelos, sdo imoveis.

Os bolores sdo organismos pluricelulares, que se apresentam filamentosos ao
microscopio optico a fresco com baixa ampliacdo. Ao exame macroscépico
apresentam crescimento caracteristico com aspecto aveludado ou cotonoso
(algodao) ou como borra de café (Aspergillus niger).

5.3 Leveduras

Sao fungos da classe dos ascomicetos, os quais pertencem ao filo Ascomycota.
Este filo caracteriza-se por possuir fungos nos quais a producao de esporos
ocorre em esporangios especificos, denominados de ascos.

5.3.1 Caracteristicas

Sao microrganismos eucariontes, unicelulares, desenvolvem-se na fermentacao
alcodlica. Apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa em
células jovens, e rigidas em células adultas. As leveduras nao formam filamen-
tos, sao imoveis, quimio-heterotroficos e aerébios facultativos (metabolismos
oxidativo e fermentativo). Reproduzem-se assexuada e sexuadamente. Nao
sao capazes de utilizar amido e celulose como fonte de carbono.

5.3.2 Importancia
Nas industrias, as leveduras apresentam os seguintes pontos de interesse:

e sdo utilizadas na producdo do alcool industrial e de todas as bebidas
alcodlicas destiladas ou nao;

e sdo utilizadas na panificacao;

® 3o prejudiciais a conservacao de frutos e de sucos vegetais, pois sao
agentes de fermentacao;

e algumas espécies sao patogénicas as plantas, animais e ao homem.
5.3.3 Tamanho das células das leveduras
O tamanho das células de leveduras é variado, mas, numa cultura jovem, os

tamanhos das células podem ser bem uniformes em algumas espécies ou
extremamente heterogéneos em outras. Estas disparidades podem ser usadas
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para fazer a diferenciacdo entre as espécies e algumas vezes até mesmo entre
linhagens da mesma espécie. De maneira geral, as leveduras industriais variam
consideravelmente no que se refere a suas dimensoes.

A unidade de medida das leveduras assim como das bactérias é o um (micré-
metro), que equivale a 103 mm.

Muitas leveduras tem de 5 a 30 um de comprimento e de 1 a 5 pm de largura.
5.3.4 Morfologia das leveduras
A célula da levedura pode apresentar varias formas, as quais podem ser o

resultado da maneira de reproducao vegetativa, bem como das condicoes de
cultivo e da idade da cultura. Veja alguns exemplos na Figura 5.1.

Forma Principais Representantes
Trigonopsis
O Redondas Candida
Q Saccharomyces

DQ Hansenula
O O O Ovais Saccharomyces

Trigonopsis

Hansenula
Cilindricas Saccharomyces

Q Kloéckera

Q Triangulares Trigonopsis

P Q Qo Apiculares Kloéckera

Q Ogivas Bretanomyces
4

Figura 5.1: Forma de leveduras
Fonte: CTISM
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quitina

Polissacarideos encontrados na
parede celular dos fungos e no
exoesqueleto dos artrépodos.

5.4 Estruturas da célula da levedura

A maioria das investigacoes feitas sobre as estruturas da célula de levedura é
baseada em trabalhos com Saccharomyces cerevisiae. As informaces sobre a
citologia da levedura tém sido feitas por observacdes diretas ao microscdpio
optico, por técnica de coloracdo da célula para componentes especificos, por
microscopia eletrénica de transmissao, bem como por microscopia de varredura.
Assim, é possivel verificar que as principais estruturas das leveduras sao: parede
celular, membrana plasmatica, nucleo, mitocdndrias e vacuolos (Figura 5.2).

Membrana Nucleo Gémula
plasmatica

Citoplasma

Ribossomos
Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Cicatriz de

brotamenteo Globulo lipidico

Figura 5.2: Estrutura da levedura Sacharomyces cerivisiae
Fonte: CTISM

5.4.1 Parede celular das leveduras

A parede celular é responsavel pela forma da levedura. No caso das Saccharomyces
cerevisiae, a parede é formada por glicano (30 a 34%) e manano (30%). Ela
é fina nas células jovens e espessa nas adultas. As proteinas também estdo
presentes nas paredes celulares das leveduras, cerca de 6 a 8%; os lipideos
variam de 8,5 a 13,5%. A quantidade de quitina varia conforme a espécie,
sendo que Saccharomyces cerevisiae apresenta entre 1 a 2% desse composto.

5.4.2 Membrana citoplasmatica

A membrana citoplasmatica esta localizada abaixo da parede celular e sua
funcao é permitir a entrada seletiva de nutrientes e proteger a levedura da
perda de pequenas moléculas, por vazamento do citoplasma. A composicao
quimica da membrana é composta por glicoproteinas, lipideos e ergosterol
(diferente das membranas dos mamiferos que contém colesterol).

64 Microbiologia Geral



5.4.3 Estruturas de superficie

Algumas leveduras sao cobertas por um material limoso, viscoso e aderente,
gue é a substancia capsular. A maior parte das capsulas de leveduras é cons-
tituida de polissacarideo.

5.4.4 Citoplasma

O citoplasma é composto pela porcao fluida na qual as organelas estdo loca-
lizadas. Ele contém enzimas, carboidratos de reserva (glicogénio e trealose)
e grandes quantidades de ribossomos e polifosfato. De 1 a 5% do DNA das
leveduras pode estar presente no citoplasma.

5.4.5 Nucleo

O nucleo das células das leveduras é facilmente observado no campo claro
do microscépio éptico. Ele é bem definido, pequeno esférico ou reniforme,
circundado por uma membrana semipermeavel e com funcdes metabdlicas
e reprodutivas.

5.4.6 Vacuolos

Quando as células de leveduras sao vistas ao microscépio de contraste de fase,
pode-se observar um ou mais vacuolos de tamanhos diferentes (0,3 a 3,0 um
de diametro). Eles tém aparéncia esférica e sdo mais transparentes a um feixe
de luz que o citoplasma que os circunda. Ao microscopio eletrénico pode-se
observar que o vacuolo é cercado por uma membrana simples e a sua consti-
tuicdo esta relacionada ao transporte de substancias que sao armazenadas no
vacuolo, tais como enzimas, aminoacidos livres e lipideos. Os vactolos também
servem como vesiculas de armazenamento para varias enzimas hidroliticas.

5.4.7 Mitocondrias

Sao organelas membranosas, no género Saccharomyces, elas estao geralmente
bem préximas da periferia da célula, mas em leveduras aerébias apresentam-se
distribuidas pelo citoplasma. O nimero de mitocéndrias pode variar de um
a vinte por célula. Essas organelas sao envolvidas por membranas externas e
internas; a membrana interna forma as cristas mitocondriais. Elas sdo impor-
tantes nos processos de conversao aerdbios de energia.

As leveduras sao células eucariontes. As células eucariontes sdo mais comple-
xas que as células procariontes (bactérias).
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Resumo

Nessa aula estudamos as caracteristicas, a importancia das leveduras nos
processos industriais, a morfologia (forma), o tamanho e as estruturas que
compde uma célula de levedura. Na aula seguinte, veremos a reproducao, a
nutricdo e o crescimento das leveduras.

Atividades de aprendizagem

1. Dé as principais caracteristicas dos fungos.

2. Quais os fungos que sao estudados em microbiologia?

3. Microscopicamente, quais as caracteristicas tipicas das leveduras?
4. Quais os principais tipos morfoldgicos das leveduras?

5. Qual a composicao da parede celular nas leveduras?

6. Dé a composicao quimica da membrana plasmatica das leveduras.
7. Qual a composicao da capsula das leveduras?

8. Quais os carboidratos de reserva que sao encontrados no citoplasma de
uma célula de levedura?

9. Quais as funcdes do vacutolo nas leveduras?
10.Descreva as mitocondrias presentes nas leveduras.

11.Esquematize uma célula de uma levedura com todas as suas estruturas.
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Aula 6 - Fungos (leveduras): reproducao,
nutricao e crescimento

“A melhor maneira de ter uma boa idéia é ter muitas idéias”.

Linus Pauling
Objetivos
Compreender os tipos reprodutivos das leveduras.
Conhecer as formas de obtencdo de energia das leveduras.
Entender a nutricdo das leveduras.

Compreender a curva de crescimento e os fatores que limitam o
crescimento das leveduras.

6.1 Apresentacao
Nessa aula, estudaremos a reproducao das leveduras, sua nutricao e seu
crescimento, importantes nos processos industriais.

6.2 Reproducao das leveduras

As leveduras reproduzem-se assexuadamente por brotamento ou gemulacao.
Nesse tipo de reproducao, na superficie da célula-mae, forma-se uma pequena
protuberancia (broto) que se transforma em uma célula-filha. Cada broto
que se separa pode tornar-se uma nova levedura ou pode permanecer ligada
a célula-mée, formando uma cadeia. Durante sua vida, uma célula madura
produz, por gemulacdo, uma média de 24 células-filhas. As gemulacdes
sucessivas sao sempre formadas em locais diferentes na superficie celular,
permanecendo cicatrizes das gémulas como resultado desse processo de
reproducao. Veja exemplos de brotamento na Figura 6.1.
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hapléide
Células com nucleo comn
Cromossomos.

diploide
Células com nucleo 2n
Cromossomos.

Sintese Duplicacao de todas Inicio do
as estruturas brotamento

Inicio da migracao das Crescimento Separagcao com a
estruturas duplicadas formacao da cicatriz
para o broto

Figura 6.1: Reproducao de levedura por brotamento: (a) etapas do desenvolvimento
do broto em uma levedura; (b) e (c) micrografias eletrénicas mostrando o brotamento
e as cicatrizes decorrentes do mesmo
Fonte: (a) CTISM
(b) http:/Awww.scientistlive.com/European-Food-Scientist/Ingredients/Eliminate_&Isquo%3Benemy&rsquo%3B_yeast/19429/
(c) http:/Awww.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/introducing-microbes/fungi

Além da reproducao assexuada por brotamento ou gemulacao, as leveduras
podem reproduzir-se assexuadamente por cissiparidade ou divisdo binaria,
forma pela qual os organismos unicelulares reproduzem-se pela simples divisao
da célula (igual a reproducao que ocorre nas bactérias).

As leveduras também se reproduzem por esporos — a formacao de esporos
sexuados é de grande importancia biologica. A esporulacao constitui uma
fase do ciclo sexual da levedura, isto é, a alternancia da condicao haploide e
diploide. Esse ciclo permite a levedura sofrer recombinacdes genéticas, muta-
cao, hibridacao e selecao, processos esses que levam a mudancas evolutivas
(melhoramento genético). Para que a esporulacdo ocorra, sdo necessarias
condicbes de aerobiose, uma vez que pouco ou nenhum esporo é formado sob
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condicoes de anaerobiose (fermentacdo). J& na fissao a levedura aumenta de
tamanho ou se alonga, o nucleo divide-se e sao formadas duas células-filhas.
Durante os periodos de rapida multiplicacdo, as células podem dividir-se sem
separar-se, formando cadeias de células.

6.3 Nutricao das leveduras

Os fungos (leveduras) sao seres heterotréficos e retiram os nutrientes do meio
ambiente circundante. Através da digestdo enzimatica externa, transformam
as substancias de maneira que possam ser absorvidas. Se o substrato for com-
pletamente oxidado, diz-se que ha respiracao; se o substrato for parcialmente
degradado, acarretando a formacao de metabdlitos, diz-se que ha fermentacao.

A levedura como entidade independente realiza a fermentacdo do acucar
com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia,
sendo o etanol apenas e tdo somente um subproduto desse processo. Se o
homem pretende beneficiar-se dessa habilidade metabdlica, ele deve buscar
os conhecimentos que |lhe permitam propiciar as leveduras, condicoes ideais
para que as mesmas trabalhem a seu favor, isto é, com maior eficiéncia na
producao do etanol. A célula de levedura possui estruturas para a adequacao
de sua atividade metabdlica; a fermentacao alcodlica (glicélise anaerdbia)
ocorre no citoplasma, enquanto que a oxidacao total do aclcar (respiracao)
da-se na mitocondria.

De maneira geral, as leveduras necessitam de quatro elementos basicos:
Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e Oxigénio, além de outros em menor quan-
tidade: Fosforo, Enxofre, Ferro, Zinco, Cobre, Potassio, Magnésio e Calcio.
Alguns fungos necessitam ainda de determinados fatores de crescimento,
como por exemplo, a tiamina. As leveduras, para crescer, necessitam de uma
fonte de carbono e de uma fonte organica ou inorganica de nitrogénio.

Necessidades nutricionais — as leveduras necessitam dos mesmos elemen-
tos quimicos que as outras formas de vida.

Fatores de crescimento — as leveduras necessitam de determinados fatores
de crescimento tais como vitaminas.
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e-Tec Brasil

6.4 Crescimento das leveduras

As leveduras precisam de agUcares para crescer. Através da metabolizacdo dos
acucares, elas produzem alcool e diéxido de carbono. Por isso, as leveduras
tornam-se importantes na industria de alimentos.

O crescimento das leveduras pode ser considerado um aumento no ndmero
de células. Dessa forma, igual ao crescimento das bactérias, o crescimento é
exponencial (crescimento logaritmico).

A curva de crescimento das leveduras, assim como a das bactérias, tem quatro
fases, conforme a Figura 6.2.

Log do nimero de
leveduras viaveis/ml

Tempo

(1) Fase lag ou de espera: metabolismo altissimo, mas sem divisao celular. Sua
duragao depende do meio de cultura.

(2) Fase log (exponencial): rapida divisdo celular, a leveduras vao crescer em
progressao geomeétrica. Eumareta cujainclinacao depende da velocidade de
divisao dasleveduras.

Figura 6.2: Curva de crescimento das leveduras
Fonte: CTISM

6.4.1 Fatores limitantes do crescimento

das leveduras
Quase todos os fungos, quando cultivados em condicdes favoraveis e de
abundancia de alimentos de facil assimilacao, crescem rapidamente e, quando
o alimento tende a diminuir, o crescimento também diminui. Outros fatores
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importantes no crescimento dos fungos, em especial das leveduras, sao:
temperatura, pH, luz e quantidade de agua.

Temperatura — a temperatura tem efeito marcante nos fungos; de uma
maneira geral, o 6timo para todos os fungos esta entre 20°C — 30°C, em-
bora diferentes espécies tenham outros 6timos de temperatura. Psicro-
filos sao organismos com 6timo de temperatura abaixo de 20°C; alguns
continuam crescendo mesmo em temperaturas muito baixas (organismos
marinhos e aqueles que causam deterioracdo em alimentos congelados).
Mesodfilos, inclui a maioria, tem 6timo entre 20°C e 45°C. Termofilos tem
6timo de temperatura acima de 45°C, incluem fungos de compotas, pi-
lhas de feno em fermentacao e fontes termais.

pH — as leveduras crescem em variacao de pH entre 2,5 e 8,5, mas, de
maneira geral, o pH étimo é neutro, sendo que as mesmas nao toleram
pH alcalino.

Oxigénio — as leveduras sao capazes de crescimento anaerébio facul-
tativo. Elas podem utilizar o oxigénio ou um composto organico como
aceptor final de elétrons, isso permite que esses fungos sobrevivam a
varios ambientes. Em presenca de oxigénio, as leveduras respiram aero-
bicamente para metabolizar carboidratos e formar diéxido de carbono
e dgua; na auséncia de oxigénio elas fermentam os carboidratos e pro-
duzem etanol e diéxido de carbono.

Agua - é indispensavel para o crescimento dos fungos. Pouquissimos
fungos podem desenvolver-se em pequeno grau de umidade.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao dos tipos reprodutivos, a nutricao, as
fases de crescimento e os fatores que limitam o crescimento das leveduras.
Na aula seguinte, iniciaremos o estudo do metabolismo e da cinética dos
microrganismos.
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Atividades de aprendizagem

1.

2.

72

Descreva a reproducao assexuada que ocorre nas leveduras.
Quando ocorre o processo de formacao de esporos nas leveduras?
Descreva o processo nutricional das leveduras.

Quais os produtos que sdo formados durante a fermentacao?

Onde ocorre o processo de fermentacao alcodlica no interior das células?
E o processo de respiracao?

Compare o crescimento das leveduras com o crescimento das bactérias.

Comente de forma explicativa os fatores que limitam o crescimento das
leveduras.
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Aula 7 — Metabolismo e cinética
dos microrganismos

“A primeira e melhor vitdria é conquistar a si mesmo”.

Platao
Objetivos
Compreender o metabolismo e a cinética dos microrganismos.
Diferenciar e entender anabolismo e catabolismo.
Conhecer tipos fermentativos.
Entender o rendimento energético na respiracao e na fermentacao.

Entender os calculos do tempo de geracao e a taxa de crescimento.

7.1 Apresentacao

Nessa aula, estudaremos sobre o metabolismo e a cinética dos microrganis-
mos. Como ja vimos nas aulas anteriores, o crescimento dos microrganismos
depende de varios fatores, tais como disposicao de nutrientes e pH. Conhe-
ceremos também as principais caracteristicas dos microrganismos utilizados
nos processos industriais.

7.2 Metabolismo

Conjunto de todas as reacoes bioquimicas que ocorrem em uma célula ou
organismo, indispensaveis para a manutencao da estrutura e da fisiologia.
Essas reacoes sao responsaveis pelos processos de sintese e degradacao dos
nutrientes na célula e constituem a base da vida, permitindo o crescimento e
a reproducao das células. O metabolismo é catalisado por sistemas integrados
de enzimas que mediam reacdes que requerem energia e é constituido pelo
anabolismo e pelo catabolismo.
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sintese
Producao.

ATP
Adenosina trifosfato.

Metabolismo — do grego metabole: mudanca, transformacao.
Sao dois tipos gerais de reacoes:

Aquelas envolvidas na utilizacdo de energia — anabolismo.
Aquelas que envolvem liberacao de energia — catabolismo.

O metabolismo é a manutencao das atividades vitais de uma célula; a sintese
de compostos organicos, componentes estruturais e funcionais, e a degrada-
cao de compostos organicos para a sintese de ATP.

Neste material que aborda os microrganismos, metabolismo sdo todas as
atividades quimicas realizadas pelos microrganismos.

7.2.1 Anabolismo

E o conjunto de todas as reacdes de sintese de compostos organicos estruturais
(proteinas da membrana plasmatica, glicoproteinas) e funcionais (enzimas,
hormoénios) de uma célula; é a sintese de moléculas complexas a partir de
moléculas simples; ha consumo de ATP, que foi liberado pelo catabolismo e
gue nao foi usado; sdo reacoes endoenergéticas (absorve energia); exemplos
disso é a fotossintese e a quimiossintese. Essas reacdes sao importantes para
0 crescimento, a construcao e o reparo de estruturas celulares.

Fotossintese — é a sintese de carboidratos a partir de agua (H,0) e dioxido

de carbono (CO,), utilizando energia luninosa, que é absorvida pela clorofila
e transformada em energia quimica (ATP), Figura 7.1.
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Clorofila Uma molécula
) de glicose (CeHh206)

6 COz +6 HiO == Ceh206+6 0;

Clol

Figura 7.1: Equacao da fotossintese
Fonte: CTISM

A equacao acima mostra o processo de sintese de compostos organicos a
partir de substancias inorganicas (agua, que é absorvido pelas raizes, e didxido
de carbono, retirado do ar atmosférico pelas folhas). A energia luminosa é
transformada em energia quimica, com auxilio da clorofila.

Quimiossintese — é um processo de sintese de substancias organicas que
utiliza o diéxido de carbono (CO,) como fonte de carbono, mas em vez
de utilizar a energia luminosa, usa a energia proveniente da oxidacao de
substancias inorganicas, como a aménia, o enxofre, os nitritos e o ferro.

7.2.2 Catabolismo

E o conjunto de todas as reacoes de degradacao dos compostos organicos
complexos em compostos organicos mais simples, com liberacdo de ATP.
Fornece energia requerida para os processos vitais, incluindo movimento,
transporte e sintese de moléculas complexas; exemplos disso sdo a respiracao
celular (aerdbica) e a fermentacao.
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Respiracao aerébica — quebra de moléculas organicas, geralmente a glico-
se, em presenca de O, com liberacao de energia, didxido de carbono e agua.
A energia liberada é armazenada em moléculas de ATP. E mais eficiente na
obtencado de energia do que a fermentacao.

A respiracdo aerébica se desenvolve em trés etapas:

e Glicolise — ocorre no hialoplasma da célula, é o conjunto de reacoes iniciais
da degradacao (quebra) da glicose. Tem inicio com a ativacao da glicose,
que recebe dois grupos fosfato, fornecidos pelo ATP, que se transforma
em ADP.

¢ Ciclo de Krebs — ocorre na matriz mitocondrial. Basicamente, nesta se-
gunda fase, opera-se a cisao (oxidacao) da molécula de triose (aclcar de
trés carbonos) em trés moléculas de didxido de carbono, com liberacao
de elétrons e proétrons, que sao temporariamente capturados por trans-
portadores especificos: os NAD e os FAD.

e Cadeia respiratéria — ocorre no interior das cristas mitocondriais, o hi-
drogénio liberado nas varias etapas combina-se com o oxigénio e forma
agua. Tal reacao libera uma grande quantidade de energia, que é arma-
zenada sob forma de moléculas de ATP.

Quadro 7.1: Rendimento energético da respiracao aerdbica

Etapa Local Producdo Gasto
Glicdlise Hialoplasma 4 ATP 2 ATP
Ciclo de Krebs Matriz mitocondrial 2 ATP
Cadeia Respiratoria Cristas mitocondriais 32 ATP

"LUCRO": 36 ATP
Na respiracdo uma molécula de glicose gera 36 a 38 ATP

Fonte: Raven, 2001
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Figura 7.2: Etapas da respiracao aerdbica
Fonte: CTISM

Fermentacao — conjunto de reacdes quimicas (na auséncia de oxigénio)
controladas por enzimas. A fermentacao conduz, geralmente, a cisdo parcial
da molécula de glicose, resultando em disponibilidade energética inferior
se comparada a respiracao aerdbia. Esse processo tem grande importancia
econdmica, sendo utilizado na fabricacdo de alcool combustivel, de bebidas
alcodlicas, paes e outros alimentos.

Na fermentacdo uma molécula de glicose gera 2 ATP.

A fermentacao depende do tipo de microrganismo presente. Veja alguns
exemplos:
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Para saber mais sobre
metabolismo microbiano, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/metabolismo/
metabolismo.html

e Fermentacao alcodlica — é produzido, como produto final, o etanol e
o diéxido de carbono, produtos utilizados pelo homem na producao de
alcool combustivel, vinho, cerveja e outras bebidas alcodlicas, e também
na producao dos paes.

e Fermentacao lactica — é produzido, como produto final, geralmente a
partir da lactose do leite. O acimulo de acido lactico abaixa o pH e causa
a coaqgulacdo das proteinas, formando coalho, usado na fabricacdo de
queijos e iogurtes.

e Fermentacao acética — o produto final é o &cido acético que causa o
azedar do vinho e dos sucos de frutas, transformando-os em vinagre.

A presenca de leveduras contaminantes (selvagem) tem trazido sérios proble-
mas para a fermentacao, tanto na producao de vinhos como na fabricacao de
cerveja. Os problemas referem-se ao processo fermentativo e, principalmente
a deterioracdo do produto final, provocando o aparecimento de sabores e
aromas que descaracterizam a bebida. Na producéo de alcool, a partir do
melaco e/ou do caldo-de-cana, a presenca de leveduras contaminantes tem
sido pouco ou raramente mencionada.

Aplicacoes dos processos fermentativos — os processos fermentativos sao
utilizados industrialmente na producao de etanol, vinagres, acidos organicos,

bebidas alcodlicas, tais como vinho, cerveja, sidra, aguardente, e também
alimentos fermentados.

7.3 Microrganismos para aplicacao em
Processos industriais

Para que um microrganismo seja aplicado na indUstria, é necessario que ele

tenha as seguintes caracteristicas:

® nao ser patogénico;

e apresentar elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto;

e nado exigir condicoes de processo muito complexas;
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e nado exigir meio de cultura muito dispendioso;

e apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

e permitir a rapida liberacao do produto para o meio, etc.

7.4 Cinética dos processos fermentativos

A cinética do crescimento microbiano permite o conhecimento das condicoes

favoraveis para conduzir e controlar os processos fermentativos.

Sao dois os objetivos da cinética do crescimento microbiano:

e medir as velocidades de transformacdes que ocorrem durante os proces-
sos fermentativos, como o consumo de substratos, acimulo de produtos
e de biomassas;

e estudar a influéncia de fatores como a temperatura, pH, agua, oxigénio, etc.

O crescimento do microrganismo ocorre em diversos ambientes fisicos e

quimicos. Os microrganismos desenvolvem suas atividades vitais em meios

de elevada complexidade, transformando substancias em outras, podendo

conduzir a resultados de interesse econémico.

O processo fermentativo consiste numa complexa transformacao de nutrientes

de um meio de cultura, pela acao metabdlica dos microrganismos presentes,
em produtos e mais células microbianas (Figura 7.3).
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Nutrientes (S) + microrganismos (x) — produto (P) + microrganismos (x)

S P
)
)
p S
Tempo

Figura: 7.3: Representacao grafica de um processo fermentativo qualquer
Fonte: CTISM

O crescimento dos microrganismos ocorre somente quando certas condicoes
fisicas e quimicas sdo satisfeitas, tais como: pH, temperatura e nutrientes, e
pode ser definido como um aumento ordenado dos seus constituintes qui-
micos, caracterizado por um aumento no numero de células e/ou acréscimo
da massa celular.

Como ja vimos nas aulas anteriores, o crescimento microbiano tem quatro
fases (fase lag ou de espera, fase log — exponencial, fase estacionaria e fase
de morte ou de declinio).

Um modelo de crescimento microbiano pode apresentar os mais variados graus
de complexidade, dependendo da situacao fisica e da cinética pretendida.

Relembrando que, quando falamos em crescimento microbiano, nos referimos
ao numero e ndo ao tamanho das células.

7.4.1 Crescimento microbiano - tempo de geracao
Durante a fase exponencial, cada microrganismo divide-se em intervalos
constantes. Assim, a populacao duplicara num intervalo especifico de tempo
chamado tempo de geracao (g), é o tempo necessario para uma populacao
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microbiana duplicar em massa ou em numero. Varia conforme o tipo de
microrganismo, a idade, a espécie, as condi¢des do meio, dentre outros fatores.

7.4.2 Expressoes matematicas para a determinacao
dos parametros de crescimento microbiano

7.4.2.1 Calculo do tempo de geracao (g)

Se um tubo de cultura for inoculado com uma célula que se divide com um
tempo de geracao de 20 minutos, a populacao sera de 2 células ao fim de 20
minutos, 4 células ao fim de 40 minutos, etc. Como a populacao duplica em
cada geracao, o aumento populacional é dado por 2", onde n é 0 nimero
de geracoes.

O tempo de geracao pode ser calculado quando uma cultura encontra-se em

fase exponencial. Tratando-se de bactérias e leveduras que se multiplicam
por divisao binaria, temos:

N.= No.2"
Onde:
N, = niUmero de microrganismos ao final no tempo t;
N, = nimero inicial de células;

n = nimero de geracoes no tempo t.

Tabela 7.1: Crescimento microbiano exponencial

Tempo (minuto) Ne de divisoes 2" P?E:lazﬁio log N¢
0 0 L= 1 0.000
20 1 =2 2 0.301
40 2 2=4 4 0.602

Logritimizando a expressao N = N,. 2" temos que:

logN;=logN, +n.log2

Resolvendo para n temos que:

n=(logN;-logN,)/log2
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Como log2 = 0.301 entdo temos:

n=(logN;-logN;)/0.301

A partir dessa equacao, é possivel calcular o nUmero de geracdes (n) que
ocorreram em uma cultura se o nUmero inicial de células for conhecido.

Exemplo

Calcular o numero de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa
de 10° para 108 ap6s 5 horas de cultivo.

n = (log N, - log No) /0,301

n=(8-3)/0,301, entdo n = 16,6 geracoes

O numero de geracoes é 16,6 geracoes

n=t/g
O numero de geracdes n pode também ser dado por:
Onde:
t = tempo de cultura ou tempo de crescimento;
g = tempo de geracao;
n = numero de geracdes no tempo t.
g=t/n
Tendo o valor de (n) pode-se calcular o tempo de geracao (g):
Exemplo

Calcular o tempo de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa de
102 para 108 apds 5 horas de cultivo.
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n=(log N;-log N,) /0,301

n=(8-3)/0,301, entdo n = 16,6 geracoes

g=tn

g = 5/16,6, entdao g = 0,3 horas

O tempo para duplicar a populacao celular foi de 0,3 horas

O tempo de geracao é variavel para os diferentes microrganismos e depende
dos fatores genéticos, nutricionais e ambientais.

A taxa de crescimento num sistema fechado pode ser expressa por meio de
uma constante média da taxa de crescimento (k), ou seja, 0 numero de gera-
cbes por unidade de tempo é muitas vezes expresso em geracoes por hora.
k=1/goug=1/k

k = (log N; - log Ng)/0,301.t ou g = 0,301.t/ (log N, - log No)

t =tempo

Exemplo

Uma populacdo bacteriana aumenta de 10 células para 10° células em 10
horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geracao.

k = (log N; - log No)/0,301.t

k=(9-3)/0,301.10

k = 2 geracbes/hora

g=1/k
g=1/2
g = 0,5 horas
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Para saber mais sobre
quantificacdo do
crescimento, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/crescimento/
crescimento.html#medidas

Turbidimetria

Refere-se aos métodos de
analise de solucdes coloidais
ou de suspensdes, baseado na
medicdo da absorcéo de luz.

7.5 Métodos para quantificacao
do crescimento
Existem diferentes processos para medir o crescimento microbiano, determinar
a taxa de crescimento e o tempo de geracao. A massa microbiana e o nimero
de células podem ser seguidos porque o crescimento conduz a um aumento
de ambos. Os principais métodos sao:
a) Quantificacao direta:
e Contagem em placas;
e Filtracao;
e (Contagem direta ao microscépio.
b) Quantificacdo indireta:
e Turbidimetria;
e Atividade metabdlica.
Resumo
Nessa aula foi possivel compreender os processos metabdlicos que ocorrem
nos microrganismos, conhecer os tipos de fermentacées e o rendimento

energético nesses processos. Também vimos um pouco sobre cinética das
fermentacbes, tempo de geracao e taxa de crescimento.

Atividades de aprendizagem

1. O que é metabolismo?

2. Diferencie anabolismo de catabolismo.

3. O que sao reagdes endoenergéticas?

4. Qual o rendimento energético na respiracao celular e na fermentacao?

5. Diferencie fermentacdo alcodlica, lactica e acética.
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6. Quais os objetivos da cinética do crescimento microbiano?

7. Calcule o numero de geracao de uma cultura cuja populacao celular pas-
sa de 10% para 10'° apds 4 horas de cultivo.

8. Calcule o tempo de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa
de 10° para 10" apods 5 horas de cultivo.

9. Uma populacao bacteriana aumenta de 10? células para 10'? células em
10 horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geracao.
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Aula 8 - Provas bioquimicas e cultura
de microrganismos

“Na natureza nada se perde, nada se cria, tudo se transforma”.

Antoine Lavoisier
Objetivos

Conhecer principios e procedimentos de diversas provas (testes)
bioguimicas usadas na identificacdo de microrganismos.

Conhecer a técnica de enumeracao e deteccdo de microrganismos —
Método do Numero mais Provavel (NMP).

8.1 Apresentacao

Nesta aula, estudaremos a investigacao das atividades metabdlicas dos micror-
ganismos “in vitro”, chamada de provas (testes) bioquimicas, que auxiliam
na identificacdo de grupos ou espécies de bactérias ou leveduras através da
verificacdo das transformacdes quimicas, que ocorrem num determinado
substrato, pela acao das enzimas. Como muitas vezes um determinado micror-
ganismo possui um sistema enzimatico especifico, promovendo transformacao
bioquimica especifica, as provas bioguimicas podem ser utilizadas na préatica
para a sua caracterizacao. Também serdo estudadas algumas técnicas de
enumeracao e deteccdo dos microrganismos.

8.2 Provas bioquimicas

8.2.1 Prova de catalase

A catalase é uma enzima que decompde o peréxido de hidrogénio (H,0,) em
4gua e oxigénio. E produzida por muitos microrganismos, e usualmente empre-
gada para diferenciar Staphylococcus, catalase positivos, de Streptococcus,
catalase negativos.

Observacao

A prova é considerada positiva quando ha borbulhamento ou efervescéncia
devido a liberacao do oxigénio.
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A-Z

citocromos
E uma pequena proteina heme.

8.2.2 Prova da citocromo-oxidase
Sistema enzimatico relacionado com os citocromos da cadeia respiratéria de
alguns microrganismos. A prova é considerada positiva quando, na mistura

do

reagente com a massa bacteriana, desenvolve-se a cor purpura em até 1

minuto. Na reacdo negativa, nao ha desenvolvimento de cor purpura.

8.2.3 Utilizacao de fontes de carbono

a)

b)

Provas fermentativas (glicose, lactose, sacarose, manose, xilose, sorbitol, etc.).
Um determinado carboidrato pode ser fermentado e originar diferentes
produtos finais, o que depende do microrganismo envolvido. Isso pode
gerar gas, que pode ser detectado pela presenca de bolhas no tubo de
Durham, e acidos organicos, que podem ser detectados pela mudanca
de cor do indicador.

Mesmo com uma reacao negativa, o microrganismo pode ter utilizado outros
nutrientes do meio de cultura do teste, como a peptona. As leituras devem
ser feitas em, no méaximo, 24h, uma vez que uma incubacao prolongada
pode mascarar a producao de acido, pois ocorre producdo de substancias
alcalinas resultantes da acdo enzimatica sobre outros substratos.

Hidrélise do amido

As moléculas de amido sao constituidas por amilose e amilopectina as
quais sao rapidamente hidrolisadas por algumas bactérias, que usam as
suas a-amilases, originando dextrinas, glicose e maltose. Utiliza-se uma
solucdo de iodo para indicar a presenca de amido. Quando o iodo entra
em contato com o amido, forma um complexo azul acastanhado. O ami-
do hidrolisado nao produz alteracao de cor. Se aparecer uma zona clara
apos a adicao de iodo a um meio que contenha amido e crescimento
bacteriano, é porque a a-amilase foi produzida pela bactéria. Se nao
ocorrer uma zona clara, o amido nao foi hidrolisado.

8.2.4 Provas IMVIiC (Indole, Methyl-red,

Voges-proskauer, Citrate)

Estas provas permite diferenciar os principais grupos de Enterobacteriaceae,
pois sao baseadas nas propriedades bioquimicas e nas reacdes enzimaticas
na presenca de substratos especificos.
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a)

b)

9]

d)

Prova do Indol

O indol é produzido a partir do triptofano existente no meio de cultura sob
a acao da triptofanase, ha também a producao de acido pirtvico e amo-
nia. O indol pode ser detectado pela formacao de um anel rosa, “pink”,
na parte superior do tubo, ap6s a adicao de p-dimetilaminobenzaldeido
(reativo de Erlich).

Prova do Vermelho de Metila (VM)

Esta prova avalia a capacidade do microrganismo de oxidar a glicose
com producao e estabilizacdo de altas concentracbes de produtos fi-
nais acidos. Serve para diferenciar organismos entéricos, em particular,
Escherichia coli de Escherichia aerogenes. Embora todas as enterobac-
térias fermentem glicose, alguns microrganismos, durante a fase final
de incubacao, convertem esses acidos em produtos nao acidos como o
etanol, o que resulta num pH mais elevado (pH 6). O indicador de pH é o
vermelho de metila que, em pH abaixo de 4,4 é vermelho e acima de 6 é
amarelo.

Prova de Voges-Proskauer (VP)

Ha bactérias que utilizam a fermentacao butilenoglicélica. Elas fermen-
tam a glicose, produzindo acetil-metil-carbinol (acetoina), butilenoglicol
e pequenas quantidades de acidos. Quando KOH (4 gotas do Barrit Il) é
adicionado e na presenca de O, atmosférico, a acetoina é oxidada a dia-
cetil. A adicao de alfa-naftol (10 gotas do Barrit I), nessa reacdo, catalisa
a producao de um anel vermelho tijolo, ap6s 10-15 minutos. Adicionar
primeiro o Barrit |, depois o Barrit Il e agitar o tubo para expor ao oxigénio.

Citrato

Este teste determina se a bactéria é capaz de utilizar o citrato de sédio
como Unica fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento.
Deve ser utilizado o meio Citrato de Simmons, composto por citrato de
sodio, fosfato de amdnia e por azul de bromotimol. Com a facilidade do
transporte de citrato pela citrato-permease, ela é utilizada pela citrase
com producado de hidréxido de amdnia, o que eleva o pH fazendo com
gue a reacao torne-se azul. Nesse teste, utilizam-se tubos com meio in-
clinado para ter mais acesso ao oxigénio, necessario para a utilizacao do
citrato. O CO, produzido reage com o sédio do citrato formando carbo-
natos de reacao alcalina.
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8.2.5 Utilizacao de fontes de proteinas,

a)

b)

aminoacidos e enzimas
Prova do sulfureto de hidrogénio (H,S)
Algumas bactérias sdo capazes de degradar compostos que contém en-
xofre (como o tiossulfato de sddio e a cisteina das peptonas), através
da tiossulfato redutase, produzindo H,S que é incolor. Este reage com o
ferro (indicador) e forma um precipitado preto (sulfeto ferroso). Para que
esta reacao ocorra, € necessario que o meio esteja acido.

Hidrolise da gelatina

O objetivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo de
excretar uma enzima hidrolitica extracelular, chamada gelatinase, capaz
de degradar a gelatina. A gelatina é uma proteina produzida pela hidro-
lise do colageno. Abaixo dos 25°C mantém as suas propriedades de gel
e é solida, enquanto acima dos 25°C é liquida. Determinados microrga-
nismos tém capacidade de produzir a gelatinase, que atua hidrolisando
a gelatina em aminoacidos. Se a degradacao ocorre, nao se conseguem
restaurar as caracteristicas de gel da gelatina, mesmo a baixas tempera-
turas (fica liquido). A hidrélise da gelatina é uma caracteristica importan-
te na diferenciacdo dos microrganismos e pode também ser usada para
determinar a sua patogenicidade.

8.3 Prova da motilidade

A prova da motilidade indica, indiretamente, a producao de flagelos. Nao é
uma prova bioquimica, e sim fisiolégica, mas auxilia na identificacao de bac-
térias. A prova é efetuada inoculando-se, em linha reta, através da técnica da
puntura (com agulha), 2/3 de um meio semissolido. A prova indica motilidade
quando os microrganismos crescem deslocando-se da linha de inoculacao,
turvando o meio. A prova é negativa quando os microrganismos ficam restritos

ao local da inoculacdo sem, contudo, turvar o meio.

Observacao
O objetivo da prova de motilidade é determinar se um microrganismo é movel

ou
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imovel, ou seja, se tem ou nao flagelo.
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8.4 Meios de cultivo

Os meios de cultivo, também chamados meios de cultura, consistem em
material nutritivo, preparado em laboratério, que se destina ao cultivo artificial
de microrganismos. Os meios de cultivo devem conter as substancias exigidas
pelas bactérias para o seu crescimento e multiplicacdo. Para que possam fazer
a sintese de sua prépria matéria nutritiva, devem dispor de fontes de carbono
(proteinas e acucares), fontes de nitrogénio (peptonas) e fontes de energia. Sao
também necessarios alguns sais inorganicos, vitaminas e outras substancias
que favorecem o crescimento. Além de nutrientes, é igualmente necessario
que as condi¢des de oxigénio (presenca ou auséncia), pH e pressao osmotica
sejam adequadas ao cultivo do microrganismo.

8.4.1 Classificacao dos meios de cultivo
a) Quanto ao estado fisico

e Meios liquidos — sao aqueles em que os nutrientes estao dissolvidos em
uma solucao aquosa. O crescimento bacteriano, nesse meio, muda seu
aspecto, ou seja, o meio sofre uma turvacao.

e Meios semissolidos — sao aqueles que possuem, na sua Composicao,
além dos nutrientes, uma pequena porcentagem de agar, polissacarideo
proveniente de algas marinhas. Sao geralmente utilizados em tubos e, a
partir desse tipo de cultura, é possivel observar a motilidade bacteriana.

e Meios sélidos — sao aqueles que possuem uma porcentagem maior de
agar (2%), além dos nutrientes. Podem ser dispostos em tubos ou em
Placas de Petri, dependendo da finalidade. Através do meio soélido em
placas de Petri, é possivel, utilizando-se a técnica do esgotamento, con-
seguir o isolamento de colénias bacterianas. E o meio ideal para que seja
feito o estudo da morfologia colonial. J& a cultura em &gar inclinado,
fornece somente o crescimento bacteriano com a obtencdo de uma bio-
massa de microrganismos.

b) Quanto a funcao

e Meios simples — possuem 0s componentes essenciais para o crescimen-
to de microrganismos pouco exigentes. Ex.: caldo simples.

e Meios complexos — sao adicionadas ao meio simples substancias enri-

quecedoras como sangue, soro, ovo, extrato de leveduras, etc. Ex.: Agar
sangue.
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e Meios seletivos — sdo aqueles que favorecem o desenvolvimento de
determinados microrganismos em detrimento de outros, geralmente
pela adicdo de substancias inibidoras. Ex.: Agar Salmonella-Shigella.

e Meios diferenciais — permite o desenvolvimento de grupos de microrga-
nismos com caracteristicas relativamente definidas, o que permite diferenciar
UM grupo ou uma espécie de microrganismo. Ex.: Agar MacConkey.

Observacao

Os meios de cultivo sdo preparados e armazenados seguindo um rigoroso
controle de qualidade, pois devem ser mantidas todas as suas propriedades
nutricionais e garantida a esterilidade até o momento de sua utilizacao.

8.5 Técnicas de semeadura

A escolha da técnica para o cultivo de microrganismos em condicoes labora-
toriais varia de acordo com o tipo de meio de cultura e a finalidade do cultivo,
porém algumas regras devem ser seguidas nas inoculacoes:

a) Aagulha e alca bacterioldgica devem ser esterilizadas por flambagem an-
tes e ap6s qualquer cultivo. Deve-se tomar cuidado para esfria-las antes
da coleta.

b) Os recipientes devem sempre ser abertos proximos a chama do bico de
Bunsen.

c) Deve-se evitar ao maximo que as tampas dos tubos e placas figuem aber-
tos sob a bancada durante o cultivo.

Observacao
Nunca se deve colocar o tampao do tubo sobre a bancada.

As alcas e agulhas bacteriolégicas sao feitas de fio de platina ou niquel-cromo.
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8.5.1 Semeadura da amostra em superficie
a) Técnica | - Meio liquido

e Primeiro, mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana.
Em seqguida, a alca carregada de bactérias deve ser mergulhada no tubo

com o meio de cultivo e agita-se a alca (Figura 8.1).

e (O objetivo dessa técnica é observar a respiracao das bactérias.

N

Figura 8.1: Esquema da técnica de semeadura em meio liquido
Fonte: CTISM

.

b) Técnica Il — Meio semissoélido
e Primeiro, mergulha-se a agulha de niquel-cromo esterilizada na cultura
bacteriana. Em seguida, é feita uma “injecdo” com a agulha carregada

de bactérias no meio de cultivo semissolido (Figura 8.2).

e (O objetivo dessa técnica é observar a motilidade das bactérias.
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Figura 8.2: Esquema da técnica de semeadura em meio semissélido
Fonte: CTISM

¢) Técnica lll — Meio sélido (agar inclinado)

e Primeiro, mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana;
depois, encosta-se levemente a alca no tubo com o meio de cultura na
parte mais baixa do plano inclinado e eleva-se, fazendo estrias na super-
ficie do agar (Figura 8.3).

e O objetivo dessa técnica é obter uma concentracao de massa bacteriana.

Figura 8.3: Esquema da técnica de semeadura em meio sélido (agar inclinado)
Fonte: CTISM

e-Tec Brasil 94 Microbiologia Geral



d) Técnica IV — Meio solido (placa de Petri — técnica do esgotamento)

e Divide-se a placa de Petri em trés partes, fazendo linhas com a caneta
retroprogetor na parte de baixo da placa.

e Mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana.

e Devem ser feitas estrias em cada divisao, respeitando as linhas e utilizan-
do da melhor forma possivel toda a superficie da placa (Figura 8.4).

e O objetivo dessa técnica é obter (isolar) culturas puras de amostras que
contenham microbiota mista, sendo igualmente Util para o estudo da
morfologia colonial.

Figura 8.4: Esquema da técnica de semeadura em meio sélido (placa de Petri — técnica
do esgotamento)
Fonte: CTISM

e) Técnica V — Meio solido (placa de Petri — técnica de Pour-Plate)

e Semear, com pipeta esterilizada, 0,1 ml de suspensdo contendo bacté-
rias, no fundo da placa de Petri esterilizada.

e \erter o meio de cultura (agar simples) dissolvida a 40 — 45°C.

e Submeter a placa a movimentos rotatérios suaves, com a finalidade de
misturar o inéculo com o agar.

e Esperar solidificar o meio.
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e O objetivo da técnica de semeadura em Pour-Plate é obter colénias isola-
das (qualitativo) ou realizar contagem de colénias em placas (quantitativo).
Nessa técnica, deve-se tomar cuidado para nao adicionar o meio em tem-
peratura elevada sobre o inéculo, pois isso podera matar as bactérias.

8.6 Método do Numero Mais Provavel (NMP)

O método do NMP permite calcular o nimero de um microrganismo especifico
numa amostra, utilizando tabelas de probabilidade.

Diluicdes decimais da amostra sao inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo (Figura 8.5). Os tubos sao positivos quando tém cresci-
mento e/ou producao de gas de fermentacao.

s )

1° Passo: diluicdes sucessivas

: \ N\

A 4P 4p
. 1° tubo E 2° tubo a 3° tubo ﬁ

2° Passo: incubagao em meios adequados

\& >

Figura 8.5: Diluicdes decimais da amostra inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo
Fonte: CTISM
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A densidade bacteriana é determinada pela combinacao de resultados posi-
tivos e negativos numa tabela designada NMP.

Esse método é constituido por trés testes:

a) Teste presuntivo;
b) Teste confirmativo;

c) Teste completo.

O teste presuntivo fornece uma estimativa preliminar da densidade do grupo
bacteriano baseada no enriquecimento em meio minimamente restritivo. Os
resultados deste teste ndo podem ser usados sem confirmacao posterior.

O teste confirmativo é a segunda etapa do NMP. Os tubos considerados
positivos no teste anterior sao inoculados em tubos de meio mais seletivo e
inibidor. As reacdes positivas sao lidas e a densidade calculada com a ajuda
da tabela NMP.

O teste completo ¢é a terceira etapa. E utilizada apenas na determinacdo do
numero de coliformes totais. Os tubos positivos do teste anterior sao subme-
tidos a testes adicionais para isolamento e identificacdo dos microrganismos.
Devido a morosidade deste teste, ele, normalmente, nao é utilizado.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao de como realizar algumas provas bioqui-
micas e técnicas de enumeracao e deteccao dos microrganismos, as quais
exigem uma boa carga de conhecimento em microbiologia.

Atividades de aprendizagem

1. Para que servem as provas bioguimicas?

2. Quando a prova de catalase é considerada positiva?

3. Quando a prova da citocromo-oxidase é considerada positiva?

4. Por que as leituras das provas fermentativas devem ser feitas em, no
maximo, 24 horas?
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5. Comente sobre a prova vermelho de metila (VM).

6. Descreva a prova de motilidade.

7. O que sao meios de cultivos ou meios de cultura?

o

Classifique os meios de cultivos:

a) Quanto ao estado fisico.

b) Quanto a funcao.

9. Cite as regras que devem ser seguidas durante as inoculacoes.

10.Diferencie as técnicas de semeaduras em meio liquido, em meio semisso-
lido e em meio soélido.

11.Comente sobre o método do numero mais provavel (NMP).
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