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Introducéo

O estudo dos microrganismos, sua identificacio e a avaliacdo de suas
populacdes nos diferentes materiais e ambientes requerem seu cultivo em condicdes de
laboratério.

Chama-se meio de cultura a um substrato ou uma solucdo nutriente nos quais 0s
microrganismos sdo cultivaveis em laboratorio. E da-se o nome de cultura a qualquer
crescimento ou cultivo de microrganismo.

Os meios de cultura sdo constituidos de mistura de substéncias naturais ou
sintéticas qualitativa e quantitativamente equilibrada que permitem o crescimento de
microrganismos fora do seu habitat natural.

Os primeiros meios para cultivo artificial de microrganismos eram liquidos
como caldo de pimenta, urina, infusdo de carne, e mais tarde a gelatina passou a ser
utilizada para cultivo em meios solidos. Atualmente, os meios de cultura sdo muito
diversificados e podem ser obtidos comercialmente ou preparados em laboratérios a

partir de ingredientes basicos.

Classificacdo dos meios de Cultura
1) Quanto ao estado fisico

. Meios liquidos: Sdo meios na forma de caldos, importantes para obtencdo de maior

massa celular em menor tempo. O crescimento bacteriano € verificado através da
turvacdo. E utilizado para obter um crescimento microbiano maior e mais rapido em

testes de fermentacao, etc.

. Meios solidos: S&o meios adicionados de uma substancia que promove a solidificacéo
do mesmo. Utiliza-se agente solidificante, agar-agar, que € um polissacarideos extraido
de algas marinhas do género Gellidium. Possui ponto de fusdo => 98 °C e ponto de

solidificacio = 40-45 °C. O agar ndo é hidrolisado pela maioria dos microrganismos. E
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usado na proporc¢édo de 1,5%, sendo utilizado para isolamento de culturas puras, estudo
das caracteristicas culturais (morfologia de coldnias, etc.), estocagem de culturas puras
(&gar inclinado) e contagem de bactérias e certos fungos em placas;

.Meios semi-solidos: é usada uma menor porcentagem de agar (0,5-0,6%). E utilizado

para observacdo de colbnias de microrganismos moveis ou para caracterizagdo de

microrganismos microaerofilos.

2) Quanto a origem ou natureza dos constituintes
. Naturais: quando os constituintes sdo substancias naturais e ndo e possivel conhecer a
composicdo exata do meio. Como ja mencionado anteriormente, como caldo de
pimenta, urina, infusdo de carne, sangue, leite, caldo de frutas, caldo de cana, entre

outros.
. Sintéticos: quando a composi¢do do meio é conhecida qualitativa e quantitativamente.
Ex.: Meio minimo: KoHPO;s....7g, KH2POs....2g, MgS04.7H20 (10%)....1mL e

(NH4)2S0s.....1g.

. Meios semi-sintéticos: quando é possivel conhecer parte da composi¢do quimica do

meio. Ex.: Meio minimo + extrato de carne.

Para que as bactérias possam crescer e multiplicar nos meios de cultura é
necessario que disponham de uma fonte de carbono e uma de nitrogénio. Assim elas
podem efetuar a sintese de sua propria matéria organica. Mas, além das duas fontes
mencionadas incorpora-se ao meio de cultura, os chamados fatores de crescimento,
representados por certos aminodcidos (triptofano, cistina, etc) e certas vitaminas
(complexo B). Estas e outras substancias extras celulares que penetram na célula através
de sua membrana e sdo usadas pelos microrganismos para a obtencdo de energia e
construcdo de seu “esqueleto”. A depender do tipo de microrganismo podem ser ou nao

adicionados outros componentes como sangue e extratos vegetais.
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3) Quanto a finalidade

Os meios de cultura podem ser utilizados com propositos especiais para facilitar
a identificagdo, a enumeracao e o isolamento de certos tipos de microrganismos. Assim
uma outra classificagdo dos meios de cultura pode ser feita considerando sua aplicacao
ou funcdo.
- Meios gerais ou basicos: sdo meios que permitem o crescimento de um grande nimero
de espécies microbianas dentro um grupo, como por exemplo o &gar nutriente e 0 PCA
(Plate Count Agar) para bactérias de forma geral e agar Sabouraud e agar batata

dextrose (BDA) para fungos.

- Meios de enriquecimento: Meios adicionados de componentes (sangue, extrato de

plantas, etc.) que fornecem nutrientes adicionais que permitem o crescimento de
microrganismos nutricionalmente mais exigentes (fastidiosos). Como exemplo tem-se o
agar sangue para isolamento e cultivo de bactérias dos géneros Neisseria,

Staphylococcus e Streptococcus.

- Meios seletivos: Meios adicionados de substancias especificas que previnem o

crescimento de um grupo de microrganismos sem inibir outros. Por exemplo &gar
Eosina azul de metileno (EMB), que € seletivo para enterobactérias, com a Escherichia

coli apresentando colbnias pequenas, com centro escuro e bordas verde metalicas.

Figura 1- Agar EMB, mostrando o crescimento de E.coli.

Fonte: microbiologyusp.wikia.com

- Meios Diferenciais ou Indicadores: Meios que permitem, mediante a adicdo de

reagentes verificar comportamento diferente dos tipos de bactérias. Ex.. Meio com
indicador de purpura de bromocresol que fica amarelo se a bactéria produz acido e roxo
se ndo produz e agar Rambach para diferenciacdo entre Salmonella de outras

enterobactérias como Escherichia e Klebsiella.
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Figura 1- Agar Rambach, mostrando o crescimento de dois grupos microbianos

Fonte: Cromagar.com

- Meios de estocagem, conservacdo ou manutencdo: Meios para manter e preservar a

viabilidade dos microrganismos por tempos mais prolongados.

O meio de cultura deve conter os elementos necessarios para o crescimento do

microrganismo em estudo e, uma vez que o requerimento nutricional das bactérias varia

desde simples substancias organicas até vitaminas, aminoacidos e outros, nem sempre é

possivel formular um meio ideal para cada microrganismo. Portanto, usa-se comumente

um meio que permite o crescimento de grande variedade de microrganismo. Para

cultivo de bactérias, o meio mais usado é o caldo nutriente e &gar nutriente. Porém em

uma anélise de alimentos, meios seletivos e diferenciais séo preferidos.

Exemplos:
Caldo Nutriente

Extrato de carne.......... 3g
Peptona..................... 5¢g
Agua destilada............. 1L

Agar Nutriente

Extrato de carne.......... 3g

Peptona..................... 5g

Agua destilada............. 1L
Agar-agar................. 15g

pH ajustado para 6,8-7,0

O extrato de carne contém substancias solUveis do tecido animal e é fonte de

carboidratos, compostos organicos nitrogenados, vitaminas e sais. A peptona é resultado

da digestdo de materiais protéicos e é a principal fonte de nitrogénio organico.

O extrato de leveduras é muito usado em meios de cultura, é uma fonte em

vitaminas do complexo B.
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Os meios de cultura para a maioria das bactérias, ndo contém mais que 1% de
acucar e 0,85% de sal, entre 3-4% de acucar e 1-2% de NaCl, ja inibem o crescimento
de muitas bactérias.

ApOls a mistura dos ingredientes e ajuste do pH os meios séo distribuidos em
tubos ou Erlemeyers, devidamente tampados (tampdes de algoddo, metalicos ou de
rosca) e entdo esterilizados.

Com a introducdo de meios desidratados, tornou-se possivel uma grande
economia de tempo no preparo de meios, evitando a pesagem dos compostos em
separado. No entanto, os meios desidratados sdo em geral higroscopios, e devem ser
conservados em lugar seco, protegidos contra a luz, em recipientes sempre bem
fechados. N&o deixar aberta a embalagem do meio de cultura, mais do que o tempo

necessario.

ESTERILIZACAO

Vérios procedimentos de esterilizacdo sdo usados para destruir
microrganismos. A escolha do método depende principalmente de natureza do material
a ser esterilizado.

O objetivo da esterilizacdo € destruir ou remover todos 0s organismos
patogénicos ou ndo, incluindo os esporos bacterianos. As bactérias nas suas formas
vegetativas, sdo destruidas com certa facilidade pelos métodos comuns de esterilizacao.
O mesmo comportamento é observado para as células vegetativas e esporos de
leveduras e bolores. Os esporos bacterianos, no entanto, constituem um grupo de
organismos que apresentam a maior resisténcia a acdo dos agentes fisicos,
especialmente, a temperatura. A maioria dos esporos bacterianos exige, para a sua
eliminacdo, temperaturas superiores a 100 °C por periodo de tempo prolongado. A
relacdo temperatura e tempo de exposicdo que deve ser usada para tornar um material
estéril é baseado no grau de resisténcia ao calor dos esporos bacterianos.

Processos de Esterilizacéo:
- Calor umido

- Calor seco

- Irradiagdes

- Substancias quimicas

- Filtracéo
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. Calor Umido: - agua fervente, esterilizagdo pelo vapor d’4gua e vapor d’agua sob
pressdo > 100 °C.

- Agqua fervente: a gua em ebulicdo mata organismos (bactérias na forma
vegetativa) pela coagulacdo das proteinas. N&o destroi esporos prontamente. Este
método € raramente usado em trabalhos de laboratério, sendo praticamente restrito ao
uso domestico.

- Esterilizacdo pelo vapor d’agua: conhecido como vapor fluente. Este

método € usado para esterilizar meios ou substancia termolabeis. Uma maneira de se
conseguir vapor fluente de modo prético é através da autoclave aberta. O material é
colocado na autoclave recebendo vapor fluente por 30 a 60 minutos durante 3 dias
consecutivos. No 1° dia as células vegetativas sdo mortas; 0s esporos interrompem o
periodo de laténcia, germinam e as células vegetativas sdo destruidas no 2° dia. O 3° dia
de exposicdo ao vapor fluente, destr6i os organismos que sobrevivem das duas
exposicoes (Tindalizacdo);

- Vapor d’agua sob pressdo: permite obter temperaturas de vapor d’agua

em torno de 121 °C (15 libras de pressdo) e uma esterilizagdo eficiente num tempo de 15
a 30 minutos, dependendo do material. E um processo mais eficiente que o calor seco,
porque a agua tem maior condutibilidade térmica que o ar.

. Calor Seco: A esterilizacdo pelo calor seco em estufas requer altas temperaturas e
periodo de aquecimento maior que na esterilizagdo pelo calor imido. E usada para
esterilizacdo de vidraria seca (placa de Petri, tubo de ensaio, etc.), solo, alguns 6leos,
etc. As temperaturas variam de 160 a 180 °C por 1 a 2 horas. Também inclui nesta
esterilizacdo, calor ao rubro, utilizado para esterilizar alcas e agulhas inoculadoras, as
quais sao esterilizadas mantendo-as expostas a chama do bico de Bunsen. Em ambos os

casos, 0S microrganismos sao inativados pela oxidacdo dos componentes celulares.

. IrradiagBes: O material a ser esterilizado é submetido a acdo de radia¢Oes ionizantes
(raios X, 0) ou ultravioleta. Radiagdes U.V. sdo usadas para esterilizacdo de ambientes e
superficies, por causa do seu baixo poder de penetracdo. Ex. Esterilizacdo de cAmaras de
repicagens ou de maturacdo de queijos, salas de cirurgias, interior de embalagens para

alimentos, como o saco plastico para leite,etc.
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. Substancias quimicas: Como formaldeidos, alcool acidificado, etc. Geralmente

aplicada em utensilios e superficies.
. Filtracio: aplicada na esterilizacdo de liquidos ou gases. E um processo mais indicado

para substancias sensiveis ao calor.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparar 100 mL de meio de cultura indicado pelo professor e dividir em dois
frascos. Um frasco sera esterilizado em autoclave e outro mantido na estufa por 48
horas. Anotar os resultados, ressaltando as diferencas de crescimento de fungos e

bactérias em meios liquidos.



