




tura ótima de crescimento entre 15 - 25ºC; as mesófilas têm temperatura 

ótima de crescimento entre 25 - 45ºC; e as termófilas têm temperatura 

ótima de crescimento entre 45 - 80ºC.

•	 pH – quanto à tolerância ao pH, as bactérias podem ser acidófilas, neu-

trofílicas e alcalófilas. Normalmente, o pH ótimo é bem definido para 

cada espécie e a maioria das bactérias não cresce em valores de pH acima 

ou abaixo de seu pH ótimo. 

Tabela 4.1: Classificação das bactérias quanto a tolerância ao pH
Bactérias Crescimento – faixa de pH

Acidófilas 0,1 a 5,4

Neutrófilas 5,5 a 8,5

Alcalófilas 8,5 a 11,5

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

•	 Oxigênio – quanto à respiração, as bactérias podem ser: aeróbias estri-

tas (necessitam de O2 para crescer), anaeróbias estritas (só crescem na 

ausência de O2), microaerofílicas (precisam de O2, mas em pressão infe-

rior à atmosférica) e anaeróbias facultativas ou aerotolerantes (crescem 

na presença ou ausência de O2). Veja Figura 4.7.

Figura 4.7: Cultura de microorganismos com diferentes necessidades de O2: (a) aeróbios; 
(b) anaeróbios estritos; (c) anaeróbios facultativos; (d) microaerófilos e (e) anaeróbios 
aerotolerantes
Fonte: CTISM
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•	 Água – essencial a qualquer microrganismo; embora a necessidade seja 

variada, somente endósporos bacterianos podem sobreviver sem água.

Resumo 
Nessa aula, tivemos a compreensão dos tipos reprodutivos, as formas de 

obtenção de energia, macro e micronutrientes, as fases de crescimento e os 

fatores que limitam o crescimento bacteriano. Na próxima aula, iniciaremos 

o estudo dos fungos, em especial as leveduras.

Atividades de aprendizagem
1.	 Defina reprodução assexuada por cissiparidade ou fissão binária.

2.	 Explique, por meio de esquemas com texto explicativo, o processo de 

recombinação genética por transformação. 

3.	 Descreva a reprodução em que uma bactéria transmite a outra bactéria 

material genético através de “pêlos sexuais”.

4.	 Represente esquematicamente o processo de recombinação genética por 

transdução.

5.	 O que se entende como endósporo ou esporo bacteriano?

6.	 Do ponto de vista nutricional, como as bactérias podem ser divididas?

7.	 Diferencie macronutrientes de micronutrientes e dê 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 oxigênio, como as 

bactérias podem ser classificadas?

11.	Dê a classificação das bactérias de acordo com o ótimo de pH.

12.	Diferencie bactérias aeróbias de bactérias anaeróbias.
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Aula 5 – Fungos (leveduras): 		
 morfologia e estruturas

“A persistência é o caminho do êxito”.

Objetivos

Conhecer os fungos: suas principais características.

Conhecer a importância das leveduras nos processos industriais.

Identificar as formas e os arranjos morfológicos das leveduras.

Compreender as estruturas das células das leveduras.

5.1 Apresentação
Os fungos são importantes nas indústrias químicas, farmacêuticas, de alimen-

tos e também na agricultura. 

Você já ouviu falar de leveduras, bolores, cogumelos, orelhas de pau. Todos 

são seres vivos que possuem características semelhantes, próprias do reino dos 

fungos. Nesta aula e neste caderno daremos ênfase às leveduras.

5.2 Fungos
Os fungos são organismos eucariontes, aclorofilados, heterotróficos e 

absorve componentes orgânicos como fonte de energia. São aeróbicos em sua 

grande maioria, mas alguns são anaeróbicos estritos e facultativos. Podem ser 

uni ou multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Possuem 

parede celular rígida que pode ser composta de celulose, glicanas, mananas 

ou quitina e membrana celular com esteróis presentes. Seu principal material 

de reserva é o glicogênio.

Os fungos estudados em microbiologia compreendem as leveduras e os bolo-

res. As leveduras são unicelulares, não-filamentosas, apresentam em média de 

Charles Chaplin

aclorofilados
Que não possuem clorofila.
Clorofila: grupo de pigmentos 
fotossintéticos presente nos 
cloroplastos (organelas presentes 
nas células das plantas e algas, 
ricos em clorofila), responsável 
pela coloração verde das plantas.
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1 a 5 µm de diâmetro e de 5 a 30 µm de comprimento. Elas são geralmente 

ovais, podendo apresentar morfologia alongada ou esférica. As leveduras não 

possuem flagelos, são imóveis.

Os bolores são organismos pluricelulares, que se apresentam filamentosos ao 

microscópio óptico a fresco com baixa ampliação. Ao exame macroscópico 

apresentam crescimento característico com aspecto aveludado ou cotonoso 

(algodão) ou como borra de café (Aspergillus niger).

5.3 Leveduras
São fungos da classe dos ascomicetos, os quais pertencem ao filo Ascomycota. 

Este filo caracteriza-se por possuir fungos nos quais a produção de esporos 

ocorre em esporângios específicos, denominados de ascos.

5.3.1 Características
São microrganismos eucariontes, unicelulares, desenvolvem-se na fermentação 

alcoólica. Apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa em 

células jovens, e rígidas em células adultas. As leveduras não formam filamen-

tos, são imóveis, quimio-heterotróficos e aeróbios facultativos (metabolismos 

oxidativo e fermentativo). Reproduzem-se assexuada e sexuadamente. Não 

são capazes de utilizar amido e celulose como fonte de carbono.

5.3.2 Importância
Nas indústrias, as leveduras apresentam os seguintes pontos de interesse:

•	 são utilizadas na produção do álcool industrial e de todas as bebidas 

alcoólicas destiladas ou não;

•	 são utilizadas na panificação;

•	 são prejudiciais à conservação de frutos e de sucos vegetais, pois são 

agentes de fermentação; 

•	 algumas espécies são patogênicas às 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 heterogêneos em outras. Estas disparidades podem ser usadas 
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para fazer a diferenciação 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 dimensões.

A unidade de medida das leveduras assim como das bactérias é o µm (micrô-

metro), que equivale a 10-3 mm.

Muitas leveduras tem de 5 a 30 µm de comprimento e de 1 a 5 µm de largura.

5.3.4 Morfologia das leveduras
A célula da levedura pode apresentar várias formas, as quais podem ser o 

resultado da maneira de reprodução vegetativa, bem como das condições de 

cultivo e da idade da cultura. Veja alguns exemplos na Figura 5.1.

Figura 5.1: Forma de leveduras
Fonte: CTISM

e-Tec Brasil63Aula 5 - Fungos (leveduras): morfologia e estruturas



5.4 Estruturas da célula da levedura
A maioria das investigações feitas sobre as estruturas da célula de levedura é 

baseada em trabalhos com Saccharomyces cerevisiae. As informações sobre a 

citologia da levedura têm sido feitas por observações diretas ao microscópio 

óptico, por técnica de coloração da célula para componentes específicos, por 

microscopia eletrônica de transmissão, bem como por microscopia de varredura. 

Assim, é possível verificar que as principais estruturas das leveduras são: parede 

celular, membrana plasmática, núcleo, mitocôndrias e vacúolos (Figura 5.2).

Figura 5.2: Estrutura da levedura Sacharomyces cerivisiae
Fonte: CTISM

5.4.1 Parede celular das leveduras 
A parede celular é responsável 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 proteínas também estão 

presentes nas paredes celulares das leveduras, cerca de 6 a 8%; os lipídeos 

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 citoplasmática
A membrana citoplasmática está localizada abaixo da parede celular e sua 

função é permitir a entrada seletiva de nutrientes e proteger a levedura da 

perda de pequenas moléculas, por vazamento do citoplasma. A composição 

química da membrana é composta por glicoproteínas, lipídeos e ergosterol 

(diferente das membranas dos mamíferos que contém colesterol).

quitina 
Polissacarídeos encontrados na 
parede celular dos fungos e no 

exoesqueleto dos artrópodos.
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reniforme
Que tem a forma de um rim.

5.4.3 Estruturas de superfície 
Algumas leveduras são cobertas por um material limoso, viscoso e aderente, 

que é a substância capsular. A maior parte das cápsulas de leveduras é cons-

tituída de polissacarídeo.

5.4.4 Citoplasma
O citoplasma é composto pela porção fluida na qual as organelas estão loca-

lizadas. Ele contém enzimas, carboidratos de reserva (glicogênio 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 Núcleo 
O núcleo das células das leveduras é facilmente observado no campo claro 

do microscópio óptico. Ele é bem definido, pequeno esférico ou reniforme, 

circundado por uma membrana semipermeável e com funções metabólicas 

e reprodutivas.

5.4.6 Vacúolos
Quando as células de leveduras são vistas ao microscópio de contraste de fase, 

pode-se observar um ou mais vacúolos de tamanhos diferentes (0,3 a 3,0 mm 

de diâmetro). Eles têm aparência esférica e são mais transparentes a um feixe 

de luz que o citoplasma que os circunda. Ao microscópio eletrônico pode-se 

observar que o vacúolo é cercado por uma membrana simples e a sua consti-

tuição está relacionada ao transporte de substâncias que são armazenadas no 

vacúolo, tais como enzimas, aminoácidos livres e lipídeos. Os vacúolos também 

servem como vesículas de armazenamento para várias enzimas hidrolíticas. 

5.4.7 Mitocôndrias
São organelas membranosas, no gênero Saccharomyces, elas estão geralmente 

bem próximas da periferia da célula, mas em leveduras aeróbias apresentam-se 

distribuídas pelo citoplasma. O número de mitocôndrias pode variar de um 

a vinte por célula. Essas organelas são envolvidas por membranas externas e 

internas; a membrana interna forma as cristas mitocondriais. Elas são impor-

tantes nos processos de conversão aeróbios de energia. 

As leveduras são células eucariontes. As células eucariontes são mais comple-

xas que as células procariontes (bactérias).
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Resumo
Nessa aula estudamos as características, a importância das leveduras nos 

processos industriais, a morfologia (forma), o tamanho e as estruturas que 

compõe uma célula de levedura. Na aula seguinte, veremos a reprodução, a 

nutrição e o crescimento das leveduras.

Atividades de aprendizagem
1.	 Dê as principais características dos fungos.

2.	 Quais os fungos que são estudados em microbiologia?

3.	 Microscopicamente, quais as características típicas das leveduras?

4.	 Quais os principais tipos morfológicos das leveduras?

5.	 Qual a composição da parede celular nas leveduras?

6.	 Dê a composição química da membrana plasmática das leveduras.

7.	 Qual a composição da cápsula das leveduras?

8.	 Quais os carboidratos de reserva que são encontrados no citoplasma de 

uma célula de levedura?

9.	 Quais as funções do vacúolo nas leveduras?

10.	Descreva as mitocôndrias presentes nas leveduras.

11.	Esquematize uma célula de uma levedura com todas as suas estruturas.
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Aula 6 – Fungos (leveduras): reprodução,
                nutrição e crescimento

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

Objetivos

Compreender os tipos reprodutivos das leveduras.

Conhecer as formas de obtenção de energia das leveduras.

Entender a nutrição das leveduras.

Compreender a curva de crescimento e os fatores que limitam o 

crescimento das leveduras.

6.1 Apresentação
Nessa aula, estudaremos a reprodução das leveduras, sua nutrição e seu 

crescimento, importantes nos processos industriais.

6.2 Reprodução das leveduras
As leveduras reproduzem-se assexuadamente por brotamento ou gemulação. 

Nesse tipo de reprodução, na superfície da célula-mãe, forma-se uma pequena 

protuberância (broto) que se transforma em uma célula-filha. Cada broto 

que se separa pode tornar-se uma nova levedura ou pode permanecer ligada 

à célula-mãe, formando uma cadeia. Durante sua vida, uma célula madura 

produz, por gemulação, uma média de 24 células-filhas. As gemulações 

sucessivas são sempre formadas em locais diferentes na superfície celular, 

permanecendo cicatrizes das gêmulas como resultado desse processo de 

reprodução. Veja exemplos de brotamento na Figura 6.1.

Linus Pauling 
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Figura 6.1: Reprodução de levedura por brotamento: (a) etapas do desenvolvimento 
do broto em uma levedura; (b) e (c) micrografias eletrônicas mostrando o brotamento 
e as cicatrizes decorrentes do mesmo
Fonte: (a) CTISM

(b) http://www.scientistlive.com/European-Food-Scientist/Ingredients/Eliminate_&lsquo%3Benemy&rsquo%3B_yeast/19429/
(c) http://www.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/introducing-microbes/fungi

Além da reprodução assexuada por brotamento ou gemulação, as leveduras 

podem reproduzir-se assexuadamente por cissiparidade ou divisão binária, 

forma pela qual os organismos unicelulares reproduzem-se pela simples divisão 

da célula (igual à reprodução que ocorre nas bactérias).

As leveduras também se reproduzem por esporos – a formação de esporos 

sexuados é de grande importância biológica. A esporulação constitui uma 

fase do ciclo sexual da levedura, isto é, a alternância da condição haplóide e 

diplóide. Esse ciclo permite à levedura sofrer recombinações genéticas, muta-

ção, hibridação e seleção, processos esses que levam a mudanças evolutivas 

(melhoramento genético). Para que a esporulação ocorra, são necessárias 

condições de aerobiose, uma vez que pouco ou nenhum esporo é formado sob 

haplóide 
Células com núcleo com n 

cromossomos.

diplóide
Células com núcleo 2n 

cromossomos.
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condições de anaerobiose (fermentação). Já na fissão a levedura aumenta de 

tamanho ou se alonga, o núcleo divide-se e são formadas duas células-filhas. 

Durante os períodos de rápida multiplicação, as células podem dividir-se sem 

separar-se, formando cadeias de células.

6.3 Nutrição das leveduras
Os fungos (leveduras) são seres heterotróficos e retiram os nutrientes do meio 

ambiente circundante. Através da digestão enzimática externa, transformam 

as substâncias de maneira que possam ser absorvidas. Se o substrato for com-

pletamente oxidado, diz-se que há respiração; se o substrato for parcialmente 

degradado, acarretando a formação de metabólitos, diz-se que há fermentação.

A levedura como entidade independente realiza a fermentação do açúcar 

com o objetivo de conseguir a energia química necessária à sua sobrevivência, 

sendo o etanol apenas e tão somente um subproduto desse processo. Se o 

homem pretende beneficiar-se dessa habilidade metabólica, ele deve buscar 

os conhecimentos que lhe permitam propiciar às leveduras, condições ideais 

para que as mesmas trabalhem a seu favor, isto é, com maior eficiência na 

produção do etanol. A célula de levedura possui estruturas para a adequação 

de sua atividade metabólica; a fermentação alcoólica (glicólise anaeróbia) 

ocorre no citoplasma, enquanto que a oxidação total do açúcar (respiração) 

dá-se na mitocôndria.

De maneira geral, as leveduras necessitam de quatro elementos básicos: 

Carbono, Hidrogênio, Nitrogênio e Oxigênio, além de outros em menor quan-

tidade: Fósforo, Enxofre, Ferro, Zinco, Cobre, Potássio, Magnésio e Cálcio. 

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 orgânica ou inorgânica de nitrogênio.

Necessidades nutricionais – as leveduras necessitam dos mesmos elemen-

tos químicos que as outras formas de vida.

Fatores de crescimento – as leveduras necessitam de determinados fatores 

de crescimento tais como vitaminas.
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6.4 Crescimento das leveduras
As leveduras precisam de açúcares para crescer. Através da metabolização dos 

açúcares, elas produzem álcool e dióxido de carbono. Por isso, as leveduras 

tornam-se importantes na indústria de alimentos.

O crescimento das leveduras pode ser considerado um aumento no número 

de células. Dessa forma, igual ao crescimento das bactérias, o crescimento é 

exponencial (crescimento logarítmico). 

A curva de crescimento das leveduras, assim como a das bactérias, tem quatro 

fases, conforme a Figura 6.2.

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 condições favoráveis e de 

abundância de alimentos de fácil assimilação, 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, são: 

temperatura, pH, luz e quantidade de água. 

•	 Temperatura – a temperatura tem efeito marcante nos fungos; de uma 

maneira geral, o ótimo para todos os fungos está entre 20ºC – 30ºC, em-

bora diferentes espécies tenham outros ótimos de temperatura. Psicró-

filos são organismos com ótimo de temperatura abaixo de 20ºC; alguns 

continuam crescendo mesmo em temperaturas muito baixas (organismos 

marinhos e aqueles que causam deterioração em alimentos congelados). 

Mesófilos, inclui a maioria, tem ótimo entre 20ºC e 45ºC. Termófilos tem 

ótimo de temperatura acima de 45ºC, incluem fungos de compotas, pi-

lhas de feno em fermentação e fontes termais. 

•	 pH – as leveduras crescem em variação de pH entre 2,5 e 8,5, mas, de 

maneira geral, o pH ótimo é neutro, sendo que as mesmas não toleram 

pH alcalino.

•	 Oxigênio – as leveduras são capazes de crescimento anaeróbio facul-

tativo. Elas podem utilizar o oxigênio ou um composto orgânico como 

aceptor final de elétrons, isso permite que esses fungos sobrevivam a 

vários ambientes. Em presença de oxigênio, as leveduras respiram aero-

bicamente para metabolizar carboidratos e formar dióxido de carbono 

e água; na ausência de oxigênio elas fermentam os carboidratos e pro-

duzem etanol e dióxido de carbono.

•	 Água – é indispensável para o crescimento dos fungos. Pouquíssimos 

fungos podem desenvolver-se em pequeno grau de umidade. 

Resumo
Nessa aula, tivemos a compreensão dos tipos reprodutivos, a nutrição, 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.	 Descreva a reprodução assexuada que ocorre nas leveduras.

2.	 Quando ocorre o processo de formação de esporos nas leveduras?

3.	 Descreva o processo nutricional das leveduras.

4.	 Quais os produtos que são formados durante a fermentação?

5.	 Onde ocorre o processo de fermentação alcoólica no interior das células? 

E o processo de respiração?

6.	 Compare o crescimento das leveduras com o crescimento das bactérias.

7.	 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 vitória é conquistar a si mesmo”.

Objetivos

Compreender o metabolismo e a cinética dos microrganismos.

Diferenciar e entender anabolismo e catabolismo.

Conhecer tipos fermentativos.

Entender o rendimento energético na respiração e na fermentação.

Entender os cálculos do tempo de geração e a taxa de crescimento.

7.1 Apresentação
Nessa aula, estudaremos sobre o metabolismo e a cinética dos microrganis-

mos. Como já vimos nas aulas anteriores, o crescimento dos microrganismos 

depende de vários fatores, tais como disposição de nutrientes e pH. Conhe-

ceremos também as principais características dos microrganismos utilizados 

nos processos industriais.

7.2 Metabolismo
Conjunto de todas as reações bioquímicas que ocorrem em uma célula ou 

organismo, indispensáveis para a manutenção da estrutura e da fisiologia. 

Essas reações são responsáveis pelos processos de síntese e degradação dos 

nutrientes na célula e constituem a base da vida, permitindo o crescimento e 

a reprodução das células. O metabolismo é catalisado por sistemas integrados 

de enzimas que mediam reações que requerem energia e é constituído pelo 

anabolismo e pelo catabolismo.

Platão
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síntese
Produção.

ATP
Adenosina trifosfato.
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Metabolismo – do grego metabole: mudança, transformação.

São dois tipos gerais de reações:

Aquelas envolvidas na utilização de energia – anabolismo.

Aquelas que envolvem liberação de energia – catabolismo.

O metabolismo é a manutenção das atividades vitais de uma célula; a síntese 

de compostos orgânicos, componentes estruturais e funcionais, e a degrada-

ção de compostos orgânicos para a síntese de ATP.

Neste material que aborda os microrganismos, metabolismo são todas as 

atividades químicas realizadas pelos microrganismos.

7.2.1 Anabolismo
É o conjunto de todas as reações de síntese de compostos orgânicos estruturais 

(proteínas da membrana plasmática, glicoproteínas) e funcionais (enzimas, 

hormônios) de uma célula; é a síntese de moléculas complexas a partir de 

moléculas simples; há consumo de ATP, que foi liberado pelo catabolismo e 

que não foi usado; são reações endoenergéticas (absorve energia); exemplos 

disso é a fotossíntese e a quimiossíntese. Essas reações são importantes para 

o crescimento, a construção e o reparo de estruturas celulares.

Fotossíntese – é a sintese de carboidratos a partir de água (H2O) e dióxido 

de carbono (CO2), utilizando energia luninosa, que é absorvida pela clorofila 

e transformada em energia química (ATP), Figura 7.1.
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Figura 7.1: Equação da fotossíntese
Fonte: CTISM

A equação acima mostra o processo de síntese de compostos orgânicos a 

partir de substâncias inorgânicas (água, que é absorvido pelas raízes, e dióxido 

de carbono, retirado do ar atmosférico pelas folhas). A energia luminosa é 

transformada em energia química, com auxílio da clorofila.

Quimiossíntese – é um processo de síntese de substâncias orgânicas que 

utiliza o dióxido de carbono (CO2) como fonte de carbono, mas em vez 

de utilizar a energia luminosa, usa a energia proveniente da oxidação de 

substâncias inorgânicas, como a amônia, o enxofre, os nitritos e o ferro.

7.2.2 Catabolismo
É o conjunto de todas as reações de degradação dos compostos orgânicos 

complexos em compostos orgânicos mais simples, com liberação de ATP. 

Fornece energia requerida para os processos vitais, incluindo movimento, 

transporte e síntese de moléculas complexas; exemplos disso são a respiração 

celular (aeróbica) e a fermentação.



Respiração aeróbica – quebra de moléculas orgânicas, geralmente a glico-

se, em presença de O2 com liberação de energia, dióxido de carbono e água. 

A energia liberada é armazenada em moléculas de ATP. É mais eficiente na 

obtenção de energia do que a fermentação.

A respiração aeróbica se desenvolve em três etapas:

•	 Glicólise – ocorre no hialoplasma da célula, é o conjunto de reações iniciais 

da degradação (quebra) da glicose. Tem início com a ativação 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 cisão (oxidação) da molécula de triose (açúcar de 

três carbonos) em três moléculas de dióxido de carbono, com liberação 

de elétrons e prótrons, que são temporariamente capturados por trans-

portadores específicos: os NAD e os FAD.

•	 Cadeia respiratória – ocorre no interior das cristas mitocondriais, o hi-

drogênio liberado nas várias etapas combina-se com o oxigênio  e forma 

água. Tal reação libera uma grande quantidade de energia, que é arma-

zenada sob forma de moléculas de ATP.

Quadro 7.1: Rendimento energético da respiração aeróbica 
Etapa Local Produção Gasto

Glicólise Hialoplasma 4 ATP 2 ATP

Ciclo de Krebs Matriz mitocondrial 2 ATP ---

Cadeia Respiratória Cristas mitocondriais 32 ATP ---

“LUCRO”: 36 ATP
Na respiração uma molécula de glicose gera 36 a 38 ATP

 Fonte: Raven, 2001
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Figura 7.2: Etapas da respiração aeróbica
Fonte: CTISM

Fermentação – conjunto de reações químicas (na ausência de oxigênio) 

controladas por enzimas. A fermentação conduz, geralmente, à cisão parcial 

da molécula de glicose, resultando em disponibilidade energética inferior 

se comparada à respiração aeróbia. Esse processo tem grande importância 

econômica, sendo utilizado na fabricação de álcool combústivel, de bebidas 

alcoólicas, pães e outros alimentos.

Na fermentação uma molécula de glicose gera 2 ATP.

A fermentação depende do tipo de microrganismo presente. Veja alguns 

exemplos:
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•	 Fermentação alcoólica – é produzido, como produto final, o etanol e 

o dióxido de carbono, produtos utilizados pelo homem na produção de 

álcool combustível, vinho, cerveja e outras bebidas alcoólicas, e também 

na produção dos pães.

•	 Fermentação láctica – é produzido, como produto final, geralmente a 

partir da lactose do leite. O acúmulo de ácido láctico abaixa o pH e causa 

a coagulação das proteínas, formando coalho, usado na fabricação de 

queijos e iogurtes. 

•	 Fermentação acética – o produto final é o ácido acético que causa o 

azedar do vinho e dos sucos de frutas, transformando-os em vinagre.

A presença de leveduras contaminantes (selvagem) tem trazido sérios proble-

mas para a fermentação, tanto na produção de vinhos como na fabricação de 

cerveja. Os problemas referem-se ao processo fermentativo e, principalmente 

à deterioração do produto final, provocando o aparecimento de sabores e 

aromas que descaracterizam a bebida. Na produção de álcool, a partir do 

melaço e/ou do caldo-de-cana, a presença de leveduras contaminantes tem 

sido pouco ou raramente mencionada.

Aplicações dos processos fermentativos – os processos fermentativos são 

utilizados industrialmente na produção de etanol, vinagres, ácidos orgânicos, 

bebidas alcoólicas, tais como vinho, cerveja, sidra, aguardente, e também 

alimentos fermentados. 

7.3 Microrganismos para aplicação em		
      processos industriais
Para que um microrganismo seja aplicado na indústria, é necessário que ele 

tenha as seguintes características:

•	 não ser patogênico;

•	 apresentar elevada eficiência na conversão do substrato em produto;

•	 não exigir condições de processo muito complexas;

Para saber mais sobre 
metabolismo microbiano, acesse: 

http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/metabolismo/

metabolismo.html
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•	 não exigir meio de cultura muito dispendioso;

•	 apresentar constância quanto ao comportamento fisiológico;

•	 permitir a rápida liberação do produto para o meio, etc.

7.4 Cinética dos processos fermentativos
A cinética do crescimento microbiano permite o conhecimento das condições 

favoráveis para conduzir e controlar os processos fermentativos. 

São dois os objetivos da cinética do crescimento microbiano: 

•	 medir as velocidades de transformações que ocorrem durante os proces-

sos fermentativos, como o consumo de substratos, acúmulo de produtos 

e de biomassas;

•	 estudar a influência de fatores como a temperatura, pH, água, oxigênio, etc.

O crescimento do microrganismo ocorre em diversos ambientes físicos e 

químicos. Os microrganismos desenvolvem suas atividades vitais em meios 

de elevada complexidade, transformando substâncias em outras, podendo 

conduzir a resultados de interesse econômico.

O processo fermentativo consiste numa complexa transformação de nutrientes 

de um meio de cultura, pela ação metabólica dos microrganismos presentes, 

em produtos e mais células microbianas (Figura 7.3).
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Figura: 7.3: Representação gráfica de um processo fermentativo qualquer
Fonte: CTISM

O crescimento dos microrganismos ocorre somente quando certas condições 

físicas e químicas são satisfeitas, tais como: pH, temperatura e nutrientes, e 

pode ser definido como um aumento ordenado dos seus constituintes quí-

micos, caracterizado por um aumento no número de células e/ou acréscimo 

da massa celular. 

Como já vimos nas aulas anteriores, o crescimento microbiano tem quatro 

fases (fase lag ou de espera, fase log – exponencial, fase estacionária e fase 

de morte ou de declínio). 

Um modelo de crescimento microbiano pode apresentar os mais variados graus 

de complexidade, dependendo da situação física e da cinética pretendida.

Relembrando que, quando falamos em crescimento microbiano, nos referimos 

ao número e não ao tamanho das células.

7.4.1 Crescimento microbiano – tempo de geração
Durante a fase exponencial, cada microrganismo divide-se em intervalos 

constantes. Assim, a população duplicará num intervalo específico de tempo 

chamado tempo de geração (g), é o tempo necessário para uma população 
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microbiana duplicar em massa ou em número. Varia conforme o tipo de 

microrganismo, a idade, a espécie, as condições do meio, dentre outros fatores.

7.4.2 Expressões matemáticas para a determinação   	
	 dos parâmetros de crescimento microbiano
7.4.2.1 Cálculo do tempo de geração (g)
Se um tubo de cultura for inoculado com uma célula que se divide com um 

tempo de geração de 20 minutos, a população será de 2 células ao fim de 20 

minutos, 4 células ao fim de 40 minutos, etc. Como a população duplica em 

cada geração, o aumento populacional é dado por 2n, onde n é o número 
de gerações. 

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

fase exponencial. Tratando-se de bactérias e leveduras que se multiplicam 

por divisão binária, temos:

Onde:

Nt = número de microrganismos ao final no tempo t;

N0 = número inicial de células;

n = número de gerações no tempo t.

Tabela 7.1: Crescimento microbiano exponencial

Tempo (minuto) Nº de divisões 2n
População

(N0×2n)
log Nt

0 0 20 = 1 1 0.000

20 1 21 = 2 2 0.301

40 2 22 = 4 4 0.602

Logritimizando a expressão N = N0 . 2n temos que:

Resolvendo para n temos que:
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Como log2 = 0.301 então temos: 

A partir dessa equação, é possível calcular o número de gerações (n) que 

ocorreram em uma cultura se o número inicial de células for conhecido.

Exemplo
Calcular o número de geração de uma cultura cuja população celular passa 

de 103 para 108 após 5 horas de cultivo.

n = (log Nt - log N0) / 0,301

n = (8 - 3) / 0,301, então n = 16,6 gerações

O número de gerações é 16,6 gerações

O número de gerações n pode também ser dado por: 

Onde:

t = tempo de cultura ou tempo de crescimento;

g = tempo de geração; 

n = número de gerações no tempo t.

Tendo o valor de (n) pode-se calcular o tempo de geração (g): 

Exemplo
Calcular o tempo de geração de uma cultura cuja população celular passa de 

103 para 108 após 5 horas de cultivo.
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n = (log Nt - log N0) / 0,301

n = (8 - 3) / 0,301, então n = 16,6 gerações

g = t/n 

g = 5/16,6, então g = 0,3 horas

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

O tempo de geração é variável 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, o número de gera-

ções por unidade de tempo é muitas vezes expresso em gerações por hora.

k = 1/g ou g = 1/k

k = (log Nt - log N0) / 0,301.t ou g = 0,301.t/ (log Nt - log N0) 

t = tempo

Exemplo
Uma população bacteriana aumenta de 103 células para 109 células em 10 

horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geração.

k = (log Nt - log N0) / 0,301.t

k = (9 – 3)/0,301 . 10

k = 2 gerações / hora

g = 1/ k

g = 1/ 2

g = 0,5 horas

Para saber mais sobre 
crescimento, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/crescimento/
crescimento.html
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7.5 Métodos para quantificação				 
       do crescimento
Existem diferentes processos para medir o crescimento microbiano, determinar 

a taxa de crescimento e o tempo de geração. A massa microbiana e o número 

de células podem ser seguidos porque o crescimento conduz a um aumento 

de ambos. Os principais métodos são:

a)	 Quantificação direta:

•	 Contagem em placas; 

•	 Filtração;

•	 Contagem direta ao microscópio.

b)	 Quantificação indireta:

•	 Turbidimetria; 

•	 Atividade metabólica.

Resumo 
Nessa aula foi possível compreender os processos metabólicos que ocorrem 

nos microrganismos, conhecer os tipos de fermentações e o rendimento 

energético nesses processos. Também vimos um pouco sobre cinética das 

fermentações, tempo de geração e taxa de crescimento.

Atividades de aprendizagem
1.	 O que é metabolismo?

2.	 Diferencie anabolismo de catabolismo.

3.	 O que são reações endoenergéticas?

4.	 Qual o rendimento energético na respiração celular e na fermentação?

5.	 Diferencie fermentação alcoólica, láctica e acética.

Turbidimetria 
Refere-se aos métodos de 

análise de soluções coloidais 
ou de suspensões, baseado na 

medição da absorção de luz.

Para saber mais sobre 
quantificação do

crescimento, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/

microbiologia/crescimento/
crescimento.html#medidas
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6.	 Quais os objetivos da cinética do crescimento microbiano?

7.	 Calcule o número de geração de uma cultura cuja população celular pas-

sa de 102 para 1010 após 4 horas de cultivo.

8.	 Calcule o tempo de geração de uma cultura cuja população celular passa 

de 105 para 1015 após 5 horas de cultivo.

9.	 Uma população bacteriana aumenta de 102 células para 1012 células em 

10 horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geração.
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e-Tec Brasil

Aula 8 – Provas bioquímicas e cultura        	
 de microrganismos

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

Objetivos

Conhecer princípios e procedimentos de diversas provas (testes) 

bioquímicas usadas na identificação de microrganismos.

Conhecer a técnica de enumeração e detecção de microrganismos – 

Método do Número mais Provável (NMP).

8.1 Apresentação
Nesta aula, estudaremos a investigação das atividades metabólicas dos micror-

ganismos “in vitro”, chamada de provas (testes) bioquímicas, que auxiliam 

na identificação de grupos ou espécies de bactérias ou leveduras através da 

verificação das transformações químicas, que ocorrem num determinado 

substrato, pela ação das enzimas. Como muitas vezes um determinado micror-

ganismo possui um sistema enzimático específico, promovendo transformação 

bioquímica específica, as provas bioquímicas podem ser utilizadas na prática 

para a sua caracterização. Também serão estudadas algumas técnicas de 

enumeração e detecção dos microrganismos.

8.2 Provas bioquímicas
8.2.1 Prova de catalase
A catalase é uma enzima que decompõe o peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

água e oxigênio. É produzida por muitos microrganismos, e usualmente empre-

gada para diferenciar Staphylococcus, catalase positivos, de Streptococcus, 
catalase negativos.

Observação
A prova é considerada positiva quando há borbulhamento ou efervescência 

devido à liberação do oxigênio.

Antoine Lavoisier
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8.2.2 Prova da citocromo-oxidase
Sistema enzimático relacionado com os citocromos da cadeia respiratória de 

alguns microrganismos. A prova é considerada positiva quando, na mistura 

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

minuto. Na reação negativa, não há desenvolvimento de cor púrpura.

8.2.3 Utilização de fontes de carbono
a)	 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 gás, que pode ser detectado pela presença de bolhas no tubo de 

Durham, e ácidos orgânicos, que podem ser detectados pela mudança 

de cor do indicador.

Mesmo com uma reação negativa, o microrganismo pode ter utilizado outros 

nutrientes do meio de cultura do teste, como a peptona. As leituras devem 

ser feitas em, no máximo, 24h, uma vez que uma incubação prolongada 

pode mascarar a produção de ácido, pois ocorre produção de substâncias 

alcalinas resultantes da ação enzimática sobre outros substratos.

b)	 Hidrólise do amido							     
As moléculas de amido são constituídas por amilose e amilopectina as 

quais são rapidamente hidrolisadas por algumas bactérias, que usam as 

suas a-amilases, originando dextrinas, glicose e maltose. Utiliza-se uma 

solução de iodo para indicar a presença de amido. Quando o iodo entra 

em contato com o amido, forma um complexo azul acastanhado. O ami-

do hidrolisado não produz alteração de cor. Se aparecer uma zona clara 

após a adição de iodo a um meio que contenha amido e crescimento 

bacteriano, é porque a a-amilase foi produzida pela bactéria. Se não 

ocorrer uma zona clara, o amido não foi hidrolisado.

8.2.4 Provas IMViC (Indole, Methyl-red,			 
	  Voges-proskauer, Citrate)
Estas provas permite diferenciar os principais grupos de Enterobacteriaceae, 

pois são baseadas nas propriedades bioquímicas e nas reações enzimáticas 

na presença de substratos específicos.

citocromos
É uma pequena proteína heme.
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a)	 Prova do Indol								      
O indol é produzido a partir do triptofano existente no meio de cultura sob 

a ação da triptofanase, há também a produção de ácido pirúvico e amô-

nia. O indol pode ser detectado pela formação de um anel rosa, “pink”, 

na parte superior do tubo, após a adição de p-dimetilaminobenzaldeído 

(reativo de Erlich).

b)	 Prova do Vermelho de Metila (VM)					   
Esta prova avalia a capacidade do microrganismo de oxidar a glicose 

com produção e estabilização de altas concentrações de produtos fi-

nais ácidos. 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 incubação, convertem esses ácidos em produtos não ácidos 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.

c)	 Prova de Voges-Proskauer (VP)						    
Há bactérias que utilizam a fermentação butilenoglicólica. Elas fermen-

tam a glicose, produzindo acetil-metil-carbinol (acetoína), butilenoglicol 

e pequenas quantidades de ácidos. Quando KOH (4 gotas do Barrit II) é 

adicionado e na presença de O2 atmosférico, a acetoína é oxidada a dia-

cetil. A adição de alfa-naftol (10 gotas do Barrit I), nessa reação, catalisa 

a produção de um anel vermelho tijolo, após 10 - 15 minutos. Adicionar 

primeiro o Barrit I, depois o Barrit II e agitar o tubo para expor ao oxigênio.

d)	 Citrato									       
Este teste determina se a bactéria é capaz de utilizar o citrato de sódio 

como única fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento. 

Deve ser utilizado o meio Citrato de Simmons, composto por citrato de 

sódio, fosfato de amônia e por azul de bromotimol. Com a facilidade do 

transporte de citrato pela citrato-permease, ela é utilizada pela citrase 

com produção de hidróxido de amônia, o que eleva o pH fazendo com 

que a reação torne-se azul. Nesse teste, utilizam-se tubos com meio in-

clinado para ter mais acesso ao oxigênio, necessário para a utilização do 

citrato. O CO2 produzido reage com o sódio do citrato formando carbo-

natos de reação alcalina.
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8.2.5 Utilização de fontes de proteínas,			 
	   aminoácidos e enzimas
a)	 Prova do sulfureto de hidrogênio (H2S)					  

Algumas bactérias são capazes de degradar compostos que contêm en-

xofre (como o tiossulfato de sódio e a cisteína das peptonas), através 

da tiossulfato redutase, produzindo H2S que é incolor. Este reage com o 

ferro (indicador) e forma um precipitado preto (sulfeto ferroso). Para que 

esta reação ocorra, é necessário que o meio esteja ácido.

b)	 Hidrólise da gelatina							     
O objetivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo de 

excretar uma enzima hidrolítica extracelular, chamada gelatinase, capaz 

de degradar a gelatina. A gelatina é uma proteína produzida pela hidró-

lise do colágeno. Abaixo dos 25ºC mantém as suas propriedades de gel 

e é sólida, enquanto acima dos 25ºC é líquida. Determinados microrga-

nismos têm capacidade de produzir a gelatinase, que atua hidrolisando 

a gelatina em aminoácidos. Se a degradação ocorre, não se conseguem 

restaurar as características de gel da gelatina, mesmo a baixas tempera-

turas (fica líquido). A hidrólise da gelatina é uma característica importan-

te na diferenciação dos microrganismos e pode também ser usada para 

determinar a sua patogenicidade. 

8.3 Prova da motilidade
A prova da motilidade indica, indiretamente, a produção de flagelos. Não é 

uma prova bioquímica, e sim fisiológica, mas auxilia na identificação de bac-

térias. A prova é efetuada inoculando-se, em linha reta, através da técnica da 

puntura (com agulha), 2/3 de um meio semissólido. A prova indica motilidade 

quando os microrganismos crescem deslocando-se da linha de inoculação, 

turvando o meio. A prova é negativa quando os microrganismos ficam restritos 

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

Observação
O objetivo da prova de motilidade é determinar se um microrganismo é móvel 

ou imóvel, ou seja, se tem ou não 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 laboratório, que se destina ao cultivo artificial 

de microrganismos. Os meios de cultivo devem conter as substâncias exigidas 

pelas bactérias para o seu crescimento e multiplicação. Para que possam fazer 

a síntese de sua própria matéria nutritiva, devem dispor de fontes de carbono 

(proteínas e açúcares), fontes de nitrogênio (peptonas) e fontes de energia. São 

também necessários alguns sais inorgânicos, vitaminas e outras substâncias 

que favorecem o crescimento. Além de nutrientes, é igualmente necessário 

que as condições de oxigênio (presença ou ausência), pH e pressão osmótica 

sejam adequadas ao cultivo do microrganismo.

8.4.1 Classificação dos meios de cultivo
a)	 Quanto ao estado físico

•	 Meios líquidos – são aqueles em que os nutrientes estão dissolvidos em 

uma solução aquosa. O crescimento bacteriano, nesse meio, muda seu 

aspecto, ou seja, o meio sofre uma turvação.

•	 Meios semissólidos – são aqueles que possuem, na sua composição, 

além dos nutrientes, uma pequena porcentagem de ágar, polissacarídeo 

proveniente de algas marinhas. São geralmente utilizados em tubos e, a 

partir desse tipo de cultura, é possível observar a motilidade bacteriana.

•	 Meios sólidos – são aqueles que possuem uma porcentagem maior de 

ágar (2%), além dos nutrientes. Podem ser dispostos em tubos ou em 

Placas de Petri, dependendo da finalidade. Através do meio sólido em 

placas de Petri, é possível, utilizando-se a técnica do esgotamento, con-

seguir o isolamento de colônias bacterianas. É o meio ideal para que seja 

feito o estudo da morfologia colonial. Já a cultura em ágar inclinado, 

fornece somente o crescimento bacteriano com a obtenção de uma bio-

massa de microrganismos.

b)	 Quanto à função

•	 Meios simples – possuem os componentes essenciais para o crescimen-

to de microrganismos pouco exigentes. Ex.: caldo simples.

•	 Meios complexos – são adicionadas ao meio simples substâncias enri-

quecedoras como sangue, soro, ovo, extrato de leveduras, etc. Ex.: Ágar 

sangue.

e-Tec Brasil91Aula 8 - Provas bioquímicas e cultura de microrganismos



•	 Meios seletivos – são aqueles que favorecem o desenvolvimento de 

determinados microrganismos em detrimento de outros, geralmente 

pela adição de substâncias inibidoras. Ex.: Ágar Salmonella-Shigella.

•	 Meios diferenciais – permite o desenvolvimento de grupos de microrga-

nismos com características relativamente definidas, o que permite diferenciar 

um grupo ou uma espécie de microrganismo. Ex.: Ágar MacConkey.

Observação
Os meios de cultivo são 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 utilização.

8.5 Técnicas de semeadura 
A escolha da técnica para o cultivo de microrganismos em condições labora-

toriais varia de acordo com o tipo de meio de cultura e a finalidade do cultivo, 

porém algumas regras devem ser seguidas nas inoculações:

a)	 A agulha e alça bacteriológica devem ser esterilizadas por flambagem an-

tes e após qualquer cultivo. Deve-se tomar cuidado para esfriá-las antes 

da coleta.

b)	 Os recipientes devem sempre ser abertos próximos à chama do bico de 

Bunsen.

c)	 Deve-se evitar ao máximo que as tampas dos tubos e placas fiquem aber-

tos sob a bancada durante o cultivo.

Observação
Nunca se deve colocar o tampão do tubo sobre a bancada.

As alças e agulhas bacteriológicas são feitas de fio de platina ou níquel-cromo.
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8.5.1 Semeadura da amostra em superfície
a)	 Técnica I – Meio líquido

•	 Primeiro, mergulha-se a alça de platina esterilizada na cultura bacteriana. 

Em seguida, a alça carregada de bactérias deve ser mergulhada no tubo 

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

•	 O objetivo dessa técnica é observar a respiração das bactérias.

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

b)	 Técnica II – Meio semissólido

•	 Primeiro, mergulha-se a agulha de níquel-cromo esterilizada na cultura 

bacteriana. Em seguida, é feita uma “injeção” com a agulha carregada 

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

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

c)	 Técnica III – Meio sólido (ágar inclinado)

•	 Primeiro, mergulha-se a alça de platina esterilizada na cultura bacteriana; 

depois, encosta-se levemente a alça no tubo com o meio de cultura na 

parte mais baixa do plano inclinado e eleva-se, fazendo estrias na super-

fície do ágar (Figura 8.3).

•	 O objetivo dessa técnica é obter uma concentração de massa bacteriana. 

Figura 8.3: Esquema da técnica de semeadura em meio sólido (ágar inclinado)
Fonte: CTISM
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d)	 Técnica IV – Meio sólido (placa de Petri – técnica do esgotamento)

•	 Divide-se a placa de Petri em três partes, fazendo linhas com a caneta 

retroprogetor na parte de baixo da placa.

•	 Mergulha-se a alça de platina esterilizada na cultura bacteriana.

•	 Devem ser feitas estrias em cada divisão, respeitando as linhas e utilizan-

do da melhor forma possível toda a superfície da placa (Figura 8.4).

•	 O objetivo dessa técnica é obter (isolar) culturas puras de amostras que 

contenham microbiota mista, sendo igualmente útil para o estudo da 

morfologia colonial. 

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

e)	 Técnica V – Meio sólido (placa de Petri – técnica de Pour-Plate)

•	 Semear, com pipeta esterilizada, 0,1 ml de suspensão contendo bacté-

rias, no fundo da placa de Petri esterilizada.

•	 Verter o meio de cultura (ágar simples) dissolvida a 40 – 45ºC.

•	 Submeter a placa a movimentos rotatórios suaves, com a finalidade de 

misturar o inóculo com o ágar.

•	 Esperar solidificar o meio.
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•	 O objetivo da técnica de semeadura em Pour-Plate é obter colônias isola-

das (qualitativo) ou realizar contagem de colônias em placas (quantitativo). 

Nessa técnica, deve-se tomar cuidado para não adicionar o meio em tem-

peratura elevada sobre o inóculo, pois isso poderá matar as bactérias.

8.6 Método do Número Mais Provável (NMP)
O método do NMP permite calcular o número de um microrganismo específico 

numa amostra, utilizando tabelas de probabilidade.

Diluições decimais da amostra são inoculadas em séries de tubos contendo 

meio líquido seletivo (Figura 8.5). Os tubos são positivos quando têm cresci-

mento e/ou produção de gás de fermentação.

Figura 8.5: Diluições decimais da amostra inoculadas em séries de tubos contendo 
meio líquido seletivo
Fonte: CTISM
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A densidade bacteriana é determinada pela combinação de resultados posi-

tivos e negativos numa tabela designada NMP.

Esse método é constituído por três 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 não podem ser usados sem confirmação posterior.

O teste confirmativo é a segunda etapa do NMP. Os tubos considerados 

positivos no teste anterior são inoculados em tubos de meio mais seletivo e 

inibidor. As reações positivas são lidas e a densidade calculada com a ajuda 

da tabela NMP.

O teste completo é a terceira etapa. É utilizada apenas na determinação do 

número de coliformes totais. Os tubos positivos do teste anterior são subme-

tidos a testes adicionais para isolamento e identificação dos microrganismos. 

Devido à morosidade deste teste, ele, normalmente, não é utilizado. 

Resumo
Nessa aula, tivemos a compreensão de como realizar algumas provas bioquí-

micas e técnicas de enumeração e detecção dos microrganismos, as quais 

exigem uma boa carga de conhecimento em microbiologia.

Atividades de aprendizagem
1.	 Para que servem as provas bioquímicas?

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 

máximo, 24 horas?
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5.	 Comente sobre a prova vermelho de metila (VM).

6.	 Descreva a prova de motilidade.

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

8.	 Classifique os meios de cultivos:

a)  Quanto ao estado físico.

b)  Quanto à função.

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

10.	Diferencie as técnicas de semeaduras em meio líquido, em meio semissó-

lido e em meio sólido.

11.	Comente sobre o método do número mais provável (NMP).
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