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Isolamento de microrganimos

Conceito de Colônia Pura   

Colônia vísivel vem de um único esporo, célula vegetativa ou de um 
grupo dos mesmos microrganismos
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Biologia  Molecular

• Estudos com o RNA ribosomal (16S e 18S)

• Identificação de Espécies – DNA Barcode

• Moléculas marcadoras

Metagenômica 

• Estudo dos microrganismos e suas comunidades no contexto de seu habitat 
natural.

• Mais de 10.000 genomas microbianos podem se sequenciados  em um 
único experimento. 

▪ Capacidade de cultivar um microrganismo específico

▪ Atender as exigências nutricionais e condições físicas ideais

Devem ser fornecidos:

❖ Fonte Carbono (C): glicose, amido,

sacarose, dextrose,...

❖ Nitrogênio (N)

❖ Fonte de Enxofre e fósforo

❖ Elementos Minerais : Ca, Fe,...

❖ Vitaminas

❖ H2O
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Condições físicas ideais:

▪ pH

▪ Temperatura

▪ Aeração,....

▪ Quanto a consistência:

Classificação do Meio de cultura

Meio Líquido
Meio Sólido (Agente 

Solidificante)

Meio Semi-Sólido

❖ Quanto a composição

Sintéticos : quimicamente definidos

Naturais ou Complexos: com composição química não definida, como extratos

de vegetais, de animais e de microrganismos.

▪ Quanto a Seletividade

Seletivos: para um determinado microrganismos

Não Seletivo: ampla gama de microrganismos

Diferencial: evidencia propriedade

Classificação do Meio de cultura

1.Bactérias

Extrato de carne         3,0

Peptona                    10,0

Cloreto de sódio         5,0 g/ L., pH = 7,0

Meio de Cultura- Líquido

2 .Leveduras

Extrato de levedura 3,0

Extrato de malte 3,0

Peptona 5,0

Glicose 10,0 g/L pH= 4,5
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CONTROLE DE POPULAÇÕES MICORBIANA  

Capaz de matar ou inibir o crescimento do microrganismo

✓Atuação “státicos” (crescimento). Ex: Bacteristático

✓ Atuação “cida” (morte). Ex Bactericida

✓ Atuação “ lítica” (morte por lise). Ex: Bacteriolítico

AGENTES ANTIMICROBIANOS QUÍMICOS  

a) Detergentes: extremidade Hidrofílica e Hidrofóbica.
Causam ruptura das membranas celulares

Grupos de Agentes Químicos utilizados no Controle de 
Microorganismos

c) Álcoois: Dissolvem lipídios de membrana e desnatura
proteínas.

Etílico a 60-85%: mata células vegetativas

e) Halogênios: Fortes Agente Oxidantes. Reage com as proteínas.

iodo, cloro, bromo

Exemplo: Iodo combina-se com a tirosina, inativando proteínas
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g) Peróxido de Hidrogênio: liberam radicais livres de hidroxila dentro da
célula

Radicais Livres

Alterações/ Lesões

Proteínas Lipídios DNA 

❖ Sintéticos:

Ex: Salvarsan – Composto com Arsênio. Utilizado no tratamento

da Sífilis. Muito tóxico.

Paul Erlich - Prêmio Nobel 1908

Agentes Antimicrobianos in vivo 

Fonte: Madigan et al., 2004. Microbiologia de Brock

❖ Inibe a Biossíntese da parede (transpeptidação)

- Penicilina – Gram positiva

-Penicilina Semi-sintética
(Ex: Ampicilina): Gram negativa

Antibióticos β –lactâmicos

Sir Alexander Fleming

❖ Antibióticos- Produzido por microrganismos
Toxicidade Seletiva 

Ex: Penicelina; 
Ampicilina

Ex:estreptomicina
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Antibióticos

- Espectro de ação: * Largo espectro (ex: Tetraciclina)

* Baixo espectro (ex: Vancomicina) ❖Métodos Padronizados

Concentração Mínima Inibitória (CIM):
• Diluição em tubo ou placa
• Teste E

Método de Difusão de Discos em Agar

Teste de Eficácia de Susceptibilidade aos Agentes Químicos

❖ Diluição em Tubo

CIM

Teste da Concentração Mínima Inibitória (CIM) Teste da Concentração Mínima Inibitória (CIM)
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Método de Difusão de Disco em Ágar

❖ Discos com concentração conhecida do agente

❖Ausência de halo – Resistência

❖ Presença de halo – Sensibilidade ou Resistência

Halo de 
leitura em 

mm

Fonte: Madigan et al., 2010

Teste de Difusão em Discos – Diferentes Agentes Químicos

Calor Úmido 

* desnaturação de proteínas

a) Água fervente (100 ºC)

- células vegetativas x esporos

b) Sob pressão (autoclavagem) – 121 °C a 1,1 kg cm-2

- rápido aquecimento

- grande penetração

CONTROLE ANTIMICROBIANO POR AGENTES FÍSICOS

Efeito da temperatura na
viabilidade de uma 
bactéria mesofílica

Fonte: Madigan et al., 2004. Microbiologia de Brock

Medida da Controle pelo Calor
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Calor Seco

* Oxidação dos constituintes orgânicos

a) incineração: eliminação de contaminantes e cadáveres, 

esterilização da alça de platina

CONTROLE ANTIMICROBIANO POR AGENTES FÍSICOS

Baixas Temperaturas

* preservação de alimentos, drogas

* inibição das reações metabólicas

* formação de cristais de gelo (congelamento)

* redução da água disponível

Radiações

a) ionizante: raios gama, raios-X, feixes de elétrons: 

*ionização das moléculas

ex. H2O OH* (hidroxil) + e- + H+

Poderoso oxidante

* alto poder de penetração

b) não ionizante: 

* luz ultravioleta: 136 a 400 nm (** 260 nm)

* excita os elétrons produzindo vários tipos de reação:

DNA (mais afetado) - dímeros de pirimidina

* baixo poder de penetração

100µm

1µm

Richettsia
bactéria

Colônia de Microalgas
✓ Mais simples. Morfologia celular

Microscópio óptico  

200nm

1nm

Poxvirus

DNA

Microscópio Eletrônico  

✓ Utiliza feixe de elétrons ao invés da Luz 
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Mitocôndria  

Microscópio Eletrônico de Transmissão  

Mosca Bactéria

Pólen

Óvulo sendo 
fecundado

Microscópio Eletrônico de Varredura  

✓ Uso de corantes

✓ Cromóforo: Molécula ou parte de uma molécula capaz de

absorver a energia da luz e reflete em comprimentos de onda do

visível .

Coloração em Microscopia  
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Utiliza um único corante

1. Positiva 

→ corante  de carga positiva que se liga a carga negativa 
da superfície das células e do Material  Genético.

Coloração Simples 

Ex: Azul de Metileno

2.  Negativa

→ corante com carga negativa que é repelido pela
superfície das células.

Coloração Simples 

Bactéria encapsulada 

→ Uso de dois corantes contrastes. Geram coloração 
diferentes entre grupos distintos ou estruturas

Coloração Diferencial 

Coloração de Gram Visualização de estruturas 

Coloração Vital  

❖ Verifica a viabilidade das células, através da ocorrência de 
reações bioquímicas. Baixa toxicidade    

Exemplo: Solução de Azul de Metileno 0,01% 

NADPH + H

NADP+

Azul de Metileno 

Azul de Metileno
Reduzido  (incolor)

39 40

41 42



12/10/2023

11

Suspensão de células de levedura 

Hans Chistian Joachim Gram (1884)

Coloração de Gram 

❖ Baseada nos tipos de parede

Gram: +

Gram: -

Gram: -

Coloração de Gram 

4

4 . Fucsina ou Safranina

Cora as Parede das Gram -

3. Álcool 

Extrai os Lipídeos da Parede das Gram -
Dissolve o complexo corante-iodo

2- Lugol (Iodo +Iodeto de  Potássio)

Mordente reage com o Cristal Violeta 

1- Cristal Violeta

Procedimento 
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Contagem em placa 

✓ Unidade Formadora de Colônia - UFC

✓ UFC= Número de colônias X fator de diluição/ volume do inóculo.

Exemplo: 

32 X10.000/ 1mL = 320.000 UFC/mL

Turbidimetria

✓ Quantificado através dos valores de Absorbância (Abs) ou Densidade

Óptica (DO).

Abs= 2 – log de % da transmissão

Curva Padrão

Contagem Microscópica Direta  
✓ Câmara de Neubauer Volume da Câmara = 10-4 mL

N° de células /mL= média dos quadrantes  X 104

47 48
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Contagem Microscópica Direta  
✓ Câmara de Neubauer Volume da Câmara = 10-4 mL

1- N° de células /mL= média dos quadrantes  X 104

2- N° de células /mL = n X 5 X 104

✓ Permite identificar características metabólicas dos

microorganismos

✓ Aplicações:

❑ “Screening” de microorganismos com características de

interesse

❑ Caracterização de novos microrganismos

❑ Fácil Identificação de grupos de microrganismos de

amostras desconhecidas

Provas Bioquímicas
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Identificação de Microrganismos  

▪ Critérios Morfológicos ▪ Métodos baseados em Provas 
bioquímicas

▪ Métodos baseados em coloração 
diferencial 

P R E S E N Ç A D E  E N Z I M A S

C ATAL AS E A M I L A S E

Provas Bioquímicas Metabolismo 

Lugol (Iodo)

C I T R ATO

+-

P R E S E N Ç A D E  E N Z I M A SProvas Bioquímicas Metabolismo 

6.9 >7.6pH

✓ Azul de bromotimol no meio   - indicador de pH

Citrato de Sódio CO2,H2O  e Sódio

Oxidação

Carbonato de sódio

(alcalino)

P R E S E N Ç A D E  E N Z I M A SProvas Bioquímicas Metabolismo 

U R E I A

+- +-

V E R M E L H O  D E  M E T I L A

Urease

Hidrolise da ureia

>6 <4.4pH<8.1 >8.1pH

produção de ácidos

(láctico, acetico)

T S I :  G l i c o s e ,  l a c t o s e ,  s a c a ro s e

H2SGliGli

Lac

Sac
Gás

Control

Outras provas podem ser utilizadas.....
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Provas Bioquímicas – Identificação das amostras A e B

Escherichia Streptobacillus Staphylococcus Klesibiella Bacillus

Morfologia bacilo bacilo coco bacilo bacilo

Catalase + - +
+

-

Amilase - - -
+

+

Citrato - - +
+

-

Gram - + +
-

+

 Utilização de métodos para avaliar a presença de microorganismos 
em amostras de leite e água

Testes quantitativos e qualitativos 
da população de microbiana

“É menos prejudicial beber um copo 
de água com muitas bactérias 
saprófitas do que um copo com 
apenas uma bactéria patogênica por 
mL”

Composição :

➢água (87,5%)

➢ gordura (3,6%)

➢proteínas (3,6%)

➢ lactose (4,5%)

➢pH 6.5- 6.8

➢Rico em vitaminas e sais minerais

Leite: excelente meio para o crescimento bacteriano!!!

Análise Microbiológica do Leite

59 60
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✓ Leite  já sai da mama com 
bactérias (100 a 10.000/ml)

Leite de boa qualidade é aquele com
a menor carga bacteriana possível o
que garantirá uma matéria-prima de
qualidade para a indústria e para o
consumidor.

Lactobacillus

✓ Azedo 7.000.000 
bactérias/ml)

MICRORGANISMOS 
DETERIORANTES E 
PATOGÊNICOS NO LEITE

➢Alteração de características

➢Aumento da acidez

➢Menor vida de prateleira

➢Gosto amargo

MICRORGANISMOS 
BENÉFICOS PRESENTES
NO LEITE

Bactérias lácticas

➢Gram +

➢Não patogênicas

➢Produzem ácido láctico

Lactococcus

Lactobacillus

Pediococcus Métodos de 
determinação da carga

microbiana mais
utilizados em amostras

de leite

63 64
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Contagem em placa (UFC/mL)

• Vantagens

• Indicador direto da qualidade do leite

• Desvantagens 

• Alto custo

• Maior tempo  

  

Teste da Redutase ou Tempo de 
Redução do Azul de Metileno 
(TRAM)

Utilização de Azul de Metileno

Teste Indireto

• Vantagens

• Baixo custo

• Simplicidade

• Rapidez  

  

• Desvantagens 

• Não detecta bactérias 

Psicrotróficas (menos
redutoras do que outros
contaminantes comuns
do leite)

  

Quanto maior o 
tempo para 

redução do Azul de 
Metileno, menor a

atividade
microbiana e 

melhor a qualidade
do leite. 

Correlação entre contagem em placa e 
Tempo de Redução do Azul de Metileno

Da Rosa et al., 2007 

TEMPO PARA 
DESCORAR 

UFC / mL 
QUALIDADE                                                                                                                     

DO LEITE 

< 20 minutos > 2,0 x 107 PÉSSIMA 

20 minutos a 2 h. 4,0 X 10 6 a 2,0 x 107 MÁ 

2 a 5,5 horas 
 

5 x 105 a 4x 106 REGULAR 

>5,5 horas <5,0 x 105 BOA 

 

Tabela: Relação entre o tempo da reação de redução do corante, 
concentração estimada de bactérias e qualidade do leite 
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> 5,5 horas para a Redução do 
Azul de Metileno  

Composição e Requisitos Físicos, Químicos e Microbiológicos do Leite Cru Tipo 

B

REGULAMENTO TÉCNICO DE PRODUÇÃO, IDENTIDADE E QUALIDADE DO LEITE TIPO B

71 72
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