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Fisiologia Bacteriana
-nutricao
-metabolismo

-crescimento



Nutricao Bacteriana

Parte da fisiologia bacteriana que envolve o fornecimento
de monomeros que as células necessitam para o
crescimento. Esses “monémeros” sao substancias
denominadas nutrientes




Organismos diferentes = requerem conjuntos e quantidades
distintas de nutrientes

Macronutrientes: necessarios em grande quantidades

Micronutrientes: necessarios em quantidade traco

Essential elements as a percent of cell dry weight Macromolecular composition of a cell
o — . Macromolecule Percent of dry weight
Protein 55
Lipid 9.1
Polysaccharide 50
Lipopolysacchande 3.4
DNA 3.1

RNA 205




Macronutrientes

Required concentration

Element Phvsiological function (mal17%)

Carbon Canstituent of organic cellular material =107°
Often the energy source,

Nitrogen Censtitucnt of proteing, meclete acids and 10-?
COCNZYMES,

Hydrogen Orgamic celluler material and water. —

(xygen Organic cellular material and water. —_—

equired for aerobic respiratian,

Sulfur Constituent of proteins and certain 10°¢
coenzymes.

Phosphorus  Constituent of nucleic acids, phospholipids, 107* 1o 107
nucleotides and certain coenzymes. )

Potassium Principal inorganic cation in the cell and 10 *to 107
catactar for same enzymes.

Magnesium  Cafactor for many enzvmes, chlorophylls 10" to 1077

{photosynchetic microbes) and present in
cell walls and membrancs,




Micronutrientes ou elementos traco

Element Cellular function or molecule of which a part

Boron (B) Autoinducer for quorum sensing in bacteria; also found in some polyketide antibiotics

Chromium (Cr) Possible but not proven component for glucose metabolism (necessary in mammals)

Cobalt (Co) Vitamin By, transcarboxylase (only in propionic acid bacteria)

Copper (Cu) In respiration, cytochrome ¢ oxidase; in photosynthesis, plastocyanin, some superoxide dismutases

Iron (Fe)® Cytochromes; catalases; peroxidases; iron-sulfur proteins; oxygenases; all nitrogenases

Manganese (Mn)  Activator of many enzymes. component of certain superoxide dismutases and of the water-splitting enzyme in oxygenic phototrophs
(photosystem Il)

Molybdenum (Mo)  Certain flavin-containing enzymes, some nitrogenases, nitrate reduclases, sulfite oxidases, DMSO-TMAOQ reductases; some formate
dehydrogenases

Nickel (Ni) Most hydrogenases; coenzyme F 439 of methanogens; carbon monoxide dehydrogenase; urease

Selenium (Se) Formate dehydrogenase, some hydrogenases; the amino acid selenocysteine
Tungsten (W) Some formate dehydrogenases; oxotransferases of hyperthermophiles
Vanadium (V) Vanadium nitrogenase; bromoperoxidase

Zinc (Zn) Carbonic anhydrase; alcohol dehydrogenase; RNA and DNA polymerases; and many DNA-binding proteins
*Not every micronutrient listed Is required by all cells; some melals listed are found in enzymes or colactors present in only specific
microorganisms

“Needed in greater amounts than other trace metals.



Fatores de crescimento = sao compostos organicos que
também sao necessarios em pequenas quantidades

Vitaminas e co-fatores como acido p-aminobenzoico,
biotina, piridoxal, riboflavina



Meios de cultura = sao solucoes nutrientes ulitizadas para
promover o crescimento de microorganismos em laboratoério

Imobilizacao de células

Semisolidos e liquidos



Classes de meios de cultura

-Meios definidos :

-apresentam quantidades precisas de compostos quimicos inorganicos e
organicos;

-composicao exata é conhecida;

-Meios complexos:
- apresentam quantidades indefinidas de substancias nutritivas, porém
impuras, como produtos animais ou vegetais;

- a composi¢ao nutricional exata é perdida; ~
-Meios enriquecidos: ,

-corresponde a um meio complexo, acrescidos de
nutrientes adicionais;




Defined culture medium
for Escherichia coli

(:Hp’:‘; 79

KHPOs 29

(NH 2504 1 Q9

MgSO;0.1¢

CaClk 002 g

Glucose 4-10 g

Trace elements (Fe. Co, Mn, Zn
Cu, Ni, Mo} 2-10 pg each

Distilled water 1000 mi

pH 7

(@)

Complex culture medium for either
E. coli or L. mesenteroides

Glucose 159

Yeast extract 5 g
Peplone 5 g

KHaPO4 2 g

Distilled water 1000 m
oM 7




Meio seletivo:

Apresenta compostos que inibem
seletivamente o crescimento de algum
microorganismo

Meio diferencial:

Apresenta um indicador que
permite a diferenciacao de reacdes
guimicas particulares

Meio eosina azul de metileno



Meios solidos - Colonias




Metabolismo e diversidade catabolica

Catabolismo Anabolismo

Energy-yieldingmetabolism Biosynthetic metabolism

Energy sources Biopolymers (for example, proteins)
/

.

Biosynthetic intermediates
(for example, amino acids)

Intracellular precursor pool
)

Y

Metabolic products External nutrients




Diversidade catabodlica das bactérias

Obtenc¢ao de carbono:
Autotroficos e fotoautotroficos

Heterotroéficos

Necessidade de oxigénio:
Respiracao anaerdbia

Respiracao aerodbia

Doadores de életrons:
Quimiolitotrofia

Quimiorganotrofia



Qual a relacao entre estas figuras?




Diversidade metabdlica

 Metabolismo de geracao de energia
* Fermentacao
* Alcdlica
* Acida
— Acido latico
— Mistura de acidos
— outras
— Respiracao
* Aerdbica
* Anaerobica

* Biossintese de metabotlcos
— Heterotroficos
— Autotroficos

6 CO, + 12 HZO —> C6H1206 + 6H,0 + 60,

de carbono
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Catabolismo de carboidratos

Rendimento energético em termos de moléculas de ATP

ATP ATP
Estrutura N Estrutura N
Formado  Mabilizado Formado Momlizado
Citosol 4 ? Citosol ) )
Saldo 2 ATP = Matriz 2 —_
=
E !".-'Iemhrana 17 -
= interna

saldo 36 AP 2 + 2+ 32}

Respiracao aerobia

Cadeia respiratdna
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Respiracao celular:
ciclo de Krebs



Metabolitos do ciclo de Krebs

 Para cada molécula de Acetil coA
— 2 CO2
— 3 NADH
— 1 FADH?2
— 1 ATP

* Regenerados
— CoA
— Oxaloacetato



Cadeia transportadora de elétrons

substrato
: NAD* fnrm_a fqrma fnrm_a Fo?*
proveniente AD reduzida oxidada reduzida
do nutriente
transportador iransportador transportador citocromo o
P P P
1 2 3 oxidase
substrato forma forma forma Fal+
! ' ! a
oxidado NADH oxidada reduzida oxidada

Nivel
energético

www.sobiologia.com.br

H,0



Cadeia transportadora de elétrons em
bactéria:

-Muito diversa - apresentando diversos tipos de carreadores
-Ocorre na membrana plasmatica

-Menos conhecida do que as eucaridticas devido a diversidade



GLICOLISE

Rendimento
da respiracao ,

aerobica )

Passo preparatoério

[ cicLope |
. KREBS | |

CADEIA DE e N
TRANSPORTE  \XU )\
BEELETRONSE ~_ (O
QUIMIOSMOSE



Respiracao anaerdbica

-0 aceptor final de elétrons é uma substancia inorganica diferente de oxigénio (O,)

Pode ser:
-Pseudomonas e Bacillus: fon nitrato (NO;) reduzido a fon nitrito (NO,’), N,O ou N,

-Desculfovibrio : ion sulfato (SO,?") reduzido a sulfeto de hidrogéno (H,S)

-Outras bactérias: CO,;% reduzido a metano (CH,)



Diversidade bacteriana
fe rmenta 950 Glucose

'NAD*
NADH

Pyruvic acid

e |

LA:_fe;"gil_l;lls Escherichia
Organisms  Propionibacterium actobacillus Saccharomyces Clostridium NADH
P Streptococcus 4 Acetobacter

! l l ¢ l

CO,, propionic acid Lactic acid

1 |

CO,, ethanol

Acetone, Acetic acid NAD*
isopropanol

Fermentation

products :
: ' "}?—T
l [ ¥ _,!::/
£ Cheddar cheese, . Nail polish remover, -
Swiss cheese yogurt, soy sauce Wine, beer rubbing alcohol Vinegar

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Caracteristicas da fermentacao

-Liberacao de energia a partir de acucares e moléculas organicas
-Nao requer oxigénio

-Nao requer ciclo de Krebs

-Utiliza molécula organica como aceptor final de elétrons

-Baixa producao de ATP



Fermentacao latica

2 ADP +2@),

\

Glucose Glycolysis > O
c=o
=0

o 2 NAD* 2 NADH <|:|-|

Hs

+2 H*
\ / 2 Pyruvate
H— C OH = J

regenerates NAD

- By ey

(anaerobic respiration in
some bacteria & animal cells)

(b) Lactlc acud fermentatlon



Fermentacao alcodlica

2 ADP + 2®
\ / C (@)
Glucose Glycolysis

/ \ 2 Pyruvate

2 NAD* 2 NADH l\, o @

+2 H*
| \ / i
H—C—OH = Cc=0

|
CH, CH,

2 Ethanol 2 Acetaldehyde

(a) Alcohol fermentation

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.



Fermentacao alcodlica

Alcoholic fermentation

CO, + E,H NADH NAD*
O0=C \\._:/‘ 3=
'D_| :I-F”U géjllrjrlnrljff - .#;F |'||'|I'||'"||.-'|'|'.I-.|'|'.I|'-\.|'
'\. = EC1.1.1.1
/ acetal dehyde
|E|n-: ion (2’ ]::vnd:acl.nrl
o= C
enzyme reaction dependeant
N
CH on a cofactor derved from
3 the witamin thiamine
pyruvate

(end product of glyeolysis)

MNAD is a cofactor derived from
the vitarmin miacin that participates
in many oxidative reactions

H

HG—é—H
h
ethanol



Diferencga entre a fermentacao latica e alcodlica

Lactate
frementation

Alcoholic
fermentation

.

+ NADH < NAD'
NAD™  NADH D NAD® NADH NADH

GEOEEO 2000

glucose L pyruvate I lactate
/ \ glucose pyruvate ethanol CO,
(glycolysis) (lactate 3 A
fermentation) (glycolysis) (alcoholic




Crescimento bacteriano

. . ’ . Cell )
Pode ser considerado em dois niveis: | clongation

c
)
3
@ Septum
5-, Septum formation
: %

-individual W
septum;
formation of
walls; cell

, I l separation

Figure 5.1 Binary fission in a rod-shaped prokaryote. Cell numbers
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Figure 5.8 The rate of growth of a microbial culture. (a) Data for a
population that doubles every 30 min. (b) Data plotted on arithmetic (left
ordinate) and logarithmic (right ordinate) scales.



Crescimento bacteriano

O crescimento microbiano é definido como um
aumento do numero de células de uma populacao

Bactérias multlpllcam-se por divisao binaria

Tempo de Geragao

Durante a divisao celular uma célula se transforma em duas

O tempo de geracao é variavel entre as bactérais



Crescimento bacteriano

Crescimento exponecial/v ‘

R
e g
c/

\

\

/V /V} v
-00 00 00 00

1 20min ’) 20min 4 20min
— n Onde n= X=1.23
X=X,.2 ,
numero de
geracoes X=8




Crescimento bacteriano

Crescimento exponencial

1000

3
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FiguI'E 5.3 The rate of growth of a microbial culture. (a) Data for a
population that doubles every 30 min. {b) Data plotted on arithmetic (left
ordinate) and logarithmic (right ordinate) scales.



Calculation of Generation Time

4
Calculating doubling (generation) time from an

OD measurement (indirect method):

2.00—
Log phase

1.00— »

G BBUpssssEa S e @

(log  0.60— =3

Log Number
of Bacteria

Double
# cells

Y, Generation time s V. @'
- .o ' ;
1 5 10 0.20+ ty
07.09.08 DT nbigthdawaikar
Time (linear scale)
10
84
Log # b
visble 6- g = tempo de geracgao
cells - 5 1/g = taxa de divisdo ou
4 numero de geracoes
l: - -
| ‘ | | | I
0 4 8 12 16 20 24 28

Time (hours)



Crescimento bacteriano

Tempo de geragéo = 20 minutos X = 1x26 = 64

I}' \\

2 horas

_——— —

[ s 24 horas

X = 1x272=4.7x10%}



O ciclo de crescimento bacteriano

O crescimento exponencial nao
continua indefinitivamente




Log (N° de Células Viaveis)

Fases do Crescimento Microbiano

Fase Estacionaria Fase de Morte

Tempo



Fases do ciclo de crescimen to
microbiano:

-Fase Lag
-Tempo para adaptacao ao meio

-Fase exponencial
-Fase em que cada célula se divide

formando duas .

Fases do Crescimento Microbiano

Fase Estacionaria Fase de Morte

-Fase estacionaria
-Cessamento da fase exponencial e nao
ocorre crescimento ou diminuicao

-Fase de morte
-Eventualmente ocorre a morte das

células

Log (N° de Células Viaveis)

Tempo



Mensuragao do crescimento bacteriano

O crescimento de uma populacao bacteriana pode ser medida por:

- Alteracao no numero de células

-alteracao na concentracao de algum componente da célula

Ex: contagens de células e turbidez




Medidas dos numeros totais de células: contagemns
microscopicas

Uso do microscopio para observar e enumerar as células presentes

Contagem de células totais

-pode ser feito a partir de amostras secas em laminas
uso de corantes

amostras liquidas
uso de cameras de contagem



Procedimento de contagem microscopica direta

Te calculate number
par milliliter of sampla:
12 gells x 25 largs iquaraa ® 50 x 107

|
Number/mm?® (3 x 109

Sample added hera. Care must be

I
1
:
1
1
1
| :
1

taken not to allow everllow, space Microacopic obaarvation; all cells are Mumbermm? (1.5 x 109
between coverslip and slide is 0002 mm counted in large square (18 small squares):

{ & mm]. Whale grid has 25 large 12 calls. (In practice, several large squares 5 J .
suares, a total area of 1 mm? and are counted and the numbers averaged ) Number/cm® (ml) (1.5 = 107)

a total volume of 0.02 mm?.

Figl.l.l"E' £.14 Direct microscopic counting procedure using the Petroff-Hauwsser counting chamber.
A phass-conitrast microscope B typically wused to couwnt the cells to avoid the necessity for slaining.
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Contagem de viaveis:

Células viaveis sao aquelas capazes de se dividir e formar colbénias

Também chamada de contagem em placa



Contagem de células viaveis em placas

Método de semeadura por espalhamento

g \
4
5
S
3
-3
Sample le pipetted onto Sample is spread evenly over
surface of agar plate surface of agar using sterile
{0.1 mi or less) glass spreader
Método de semeadura em profundidad
4
e <
Solidification g
—_— and incubation e 2
Sterile medium is added and Typical pour-plate results

Sample is pipetted into
sterile plate mixed well with inoculum

Figure 5.15 Two methods for the viable count. In the pour-plate method, colonies form within the agar
as well as on the agar surtace. On the lar right are photos of colonies ol Eschenchia col formed from cells

plated by the spread-plate method {iop) or the pour-plate method (bottom).



Diluicao seriada para contagem de células

1ml /__1_@\ 1ml 1mil 1ml
Original 9 ml broth
inoculum in each tube
Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
\_4 \._
1ml 1ml 1ml
1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000

\

Calculation: Number of colonies on plate x reciprocal of dilution of sample = number of bacteria/ml|
(For example, if 32 colonies are on a plate of /10,000 dilution, then the count is 32 x 10,000 = 320,000/ml in sample.)

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings,



Tubidimetria

.  NO.26500
'STOPPER NC.5

X

- -




Medida da massa bacteriana: métodos turbidimétricos
Calculo da OD (optical density)

Light
A B C D E
1
- Prism . i
- i 3 BACTERIAL GROWTH CURVE DATA TABLE
Incident 4
light, /5 '
. 1
mnN. B Minutes  Absorbancy at660 nm
J al .\ . 7 | Incubation  CSHA TSB
/4 7 f:’l‘:'f'g il B 0 002 0.014
o 1A~ 9| 0 002 0.015
: Unscattered light, / 10 BD 0025 0019
R 1 90 0034 0.033
Eé unsca{te«éd »ght l'l. 12 | 120 0051 0.065
= 13 150 0078 0124
== Spactrophotometer 14 180 018 0.238
2838 1 5 20 0479 0480
@ Optical {densu!',' (OD) 16 240 0273 0,693
e @ =Log - 17 210 0420 0.910

W 0598 1070

L —
ioo

(@)



Light source P Spectrophotometer

light

Light-sensitive
detector
Yy Y | scattered light
. _| -thatdoes not
RS : reach detector
X
Bacterial suspension

Copyright € 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Bergamin Cummings.



Fatores ambientais que afetam o crescimento bacteriano

-Temperatura;

-pH;

-Disponibilidade de agua;
-Oxigénio;

-Outros fatores (pressao e radiacdao por exemplo);



Temperatura e crescimento bacteriano

Temperaturas cardeais

Enzymatic reactions occurning
at maximal possible rate

o

Enzymatic reactions occurring
at increasingly rapid rates

Growth rate

Mimimum

N\

'\l‘l Temperature

Membrane gelling; transport
processes 50 slow that growth
cannal accur

Figure 5.18 The cardinal temperatures: minimum, optimum, and
maximum. The actual values may vary greatly for different organisms
izee Figura 5.15)



Taxa de crescimento

Relacdes entre temperatura e crescimento de bactérias de
diferentes claases térmicas

0 10 20 30 40 0 60 70 80 20 100 10 120
Temperatura (°C)

l |

extremofilo extremofilo



Faxa de crescimento

Bactérias psicroéfilas e psicrotolerantes

Psicréfilos = temperatura 6tima de crescimento = 15°C ou
inferior e temperatura maxima é abaixo de 20 °C e
temperatura minima de 0°C;

Psicrotolerantes = capezes de crescer a 0°C, mas com 6timo
entre 20-40°C

Adaptagoes ao frio

-proteinas com maior numero de a-hélices

-proteinas com maior numero de aminoacidos polares
-proteinas com menor numero de ligagdes fracas

Psicréfilo - Membranas com maior quantidade de acidos graxos

Polaromonas vacuolata . ..
insaturados ou poli-insaturados
p




Bactérias termofilas e hipertermofilas

Termdfilas = temperatura 6tima é superior a 45 °C

Hipertermofilas = temperatura 6tima é superior a 80 °C

Adaptagoes ao calor:

-Aumento de ligacoes disulfeto e ibnicas nas

Hiperterméfilo ” proteinas
Thermococcus color olotus |

/ 60 /" N

- /108 -Proteinas com interiores mais hidrofdbicos
/
,// \ -Presenca de solutos como di-inositol fostato
/ \ e diglicerol fosfato
/
// \ -Lipideos de membranas com maior niumero
[ \ de saturacoes
S0 60 70 80 20 100 110 120

Temperatura (°C)



Relacdes entre o pH e crescimento de bactérias

acidofilos neutrofilos alcalifilicos

2 77\

: ANA
e / \ \
2 / \

o / \ \
G




Rela¢coes entre osmolaridade e
crescimento de bactérias

Staphylococcus Vibrio fischeri -

aureus Halobacterium
salinarum

Bactérias osmolifas

Bactérias xerofilas

Taxa de crescimento

Escherichia

coli /
8

0 NaCl (%)




CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS QUANTO
AO METABOLISMO DE O,

i . ¢

f | Crescimento em meio
| X liquido
§ 3 4

a) Aerdbio obrigatorio

e P

uge b) Anaerdbio

o
c) Aerdbio facultativo
Lo w2 d) Microaeréfilo

e) Aerotolerante




