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1- Quais sao os fatores que afetam o crescimento

Fatores Fisicos —
Temperatura
Oxigenacao

Consisténcia do meio
— Solido ou liquido

mirobiano?

Alimentacao

|

Crescimento
?
Metabolismo

- Nutrientes

Quimicos

Organicos e
Inorganicos

Elementos Quimicos



2- Quais sao os elementos quimicos mais importantes
para as células vivas?
Macro ou Micronutrientes essenciais

1 2 3 < 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Essential for all microorganisms
[ Essential cations and anions for most microorganisms
[0 Trace metals, some essential for some microororganisms
[ Used for special functions
"7 Unessential, but metabolized
[0 Unessential, not metabolized

@

Essential elements as a percent of cell dry weight Macromolecular composition of a cell
Macromolecule Percent of dry weight
Protein 55
Lipid 9.1
Polysaccharide 5.0
Lipopolysaccharide 3.4
DNA 3.1

RNA 20.5

©



Macronutrientes

Elemento Principais fontes Funcao na célula
C —gp CO2 e compostos organicos base de todas as moléculas organicas

- H20 e compostos organicos compdem proteinas, acidos nucléicos e
H P 8 peptideoglicano

0O —gp  H20 € Oz 0,: Aceptor de elétrons da cadeia de transporte e regulador do
N

metabolismo componente de proteinas e acidos nucléicos, além de
—gp-  NH3, NO3 € cOmp. org. . . ’
3. 3 p g vitaminas e outros compostos celulares

PO4 importante na composicdo de acidos nucléicos e fosfolipideos

|

SO,: aceptor final de elétrons da cadeia de transporte anaerdbia.

H2S, S04, comp. org.

|

Reduzido: incorporado a aminodcidos (cisteina e metionina) e a

vitaminas (biotina e tiamina)
K w—gp~  K* ativador de varias enzimas, tais como aquelas envolvidas na tradug3o

M Mo+2 estabilizacdo de ribossomos, membranas e acidos nucléicos e para o funcionamento
£ » g de diferentes enzimas como aquelas envolvidas na transferéncia de fosfato

tem papel na estabilizacao da parede celular e de termorresisténcia nos esporos,
atividade enzimatica

Ca =——p Ca*2

Na = Na* microrganismos marinhos e certas archaea haldfilas . Organismos marinhos — reflexo do
habitat

Fe = Fe*3 comp.org. Presente em proteinas envolvidas na respiracao celular
(essencial nos citocromos, cluster Fe-S,..).



Exemplos de micronutrientes

® Chamados de elementos tracos

® Geralmente sdo componentes de enzimas.

Table 4.1 Micronutrients (trace elements) needed by microorganisms®

Element

Cellular function or molecule of which a part

Boron (B)
Chromium (Cr)
Cobatt (Co)
Copper (Cu)
Iron (Fe)®

Manganese (Mn)
Molybdenum (Mo)

Nickel (Ni)
Selenium (Se)
Tungsten (W)
Vanadium (V)
Zinc (Zn)

Autoinducer for quorum sensing in bacteria; also found in some polyketide antibiotics

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

Vitamin Byp; transcarboxylase (only in propionic acid bacteria)

In respiration, cytochrome ¢ oxidase; in photosynthesis, plastocyanin, some superoxide dismutases
Cytochromes; catalases,; peroxidases; iron—sulfur proteins; oxygenases, all nitrogenases

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

Certain flavin-containing enzymes; some nitrogenases, nitrate reductases, suffite oxidases, DMSO-TMAO reductases; some formate
dehydrogenases

Most hydrogenases; coenzyme F43p of methanogens; carbon monoxide dehydrogenase; urease
Formate dehydrogenase; some hydrogenases; the amino acid selenocysteine

Some formate dehydrogenases; oxotransferases of hyperthermophiles

Vanadium nitrogenase; bromoperoxidase

Carbonic anhydrase; alcohol dehydrogenase; RNA and DNA polymerases; and many DNA-binding proteins

#Not every micronutrient listed is required by all cells; some metals listed are found in enzymes or cofactors present in only specific

microorganisms.

PNeeded in greater amounts than other trace metals.



Captacao do Ferro por Quelantes

°® .~ Ve . I4 +2
CondigOes anoxicas esta na forma Fe*> o + &) — = N—C~R

® Condigdes oOxicas esta na forma de Fe*3, <')H b o\ 0
insoluvel e se depositam em minerais Grupo Hidroxamato @
® Captacao do Ferro — via Quelantes @)
(Sideroforos)— internaliza o ferro extracelular
® Compostos derivados do acido Hidroxamato @ (Ferric)
¢ Sideréforos fendlicos, chamados de Hydroxamate »
enterobactina férrica |
® Aquaquelina (grupos peptidicos) — cauda Feric hydroxamate celwal

Cytoplasmic
membrane

hidrofébica que auxilia a internalizagéo do /
ferro. Ar:c-hy‘droxamate

¢ Alta afinidade e consegue captar ferro na 81 uction
~ — uct
concentragao de 10-"2g/mL. Hydroxamate <=

® Encontrado em bactérias marinhas, que

2+ .
tem que pegar ferro do mar Fe?" (Ferrous)

(b)



5- Classifique os meios de 1 a 4 como defenido ou
complexo, e qual bacteria tem a maior capacidade
biossintética?

Table 4.2 Examples of culture media for microorganisms with simple and demanding nutritional requirements®

for Escherichia coli Leuconostoc mesenteroides E. coli or L. mesenteroides Thiobacillus thioparus

KoHPO, 7 0 KoHPO, 0.6 g Glucose 16 g KH,PO, 0549

KHoPOs 29 KHoPO4 06 g Yeast extract5 g NH4ClI05g

(NH4)2SO4 1 g NH4sCl3 g Peptone 5 g MgS0O;0.1g

MgS0,0.1 g MgS0,0.1g KH,PO,2 g CaCl,0.05g

CaCl0.02g Glucose 25 g Distilled water 1000 mi KCI05g

Glucose 4-10g Sodium acetate 25 g pH7 NazS:032 g

Trace elements (Fe, Co, Mn, Zn, Amino acids (alanine, arginine, Trace elements (as in first column)
Cu, Ni, Mo) 2-10 pg each asparagine, aspartate, cysteine, Distilled water 1000 mi

Distilled water 1000 mi glutamate, glutamine, glycine, pH7

pH7 histidine, isoleucine, leucine, lysine, Carbon source: CO, from air

methionine, phenylalanine, proline,
serine, threonine, tryptophan, tyrosine,
valine) 100-200 pg of each

Purines and pyrimidines (adenine,
guanine, uracil, xanthine) 10 mg of each

Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate,
p-aminobenzoic acid) 0.01-1 mg
of each

Trace elements (as in first column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 mi

pH7

#The photos are tubas of (a) the defined medium described, and (b) the complex medium described. Note how the complex medium
is colored from the various organic extracts and digests that it contains. Photo credits: Cheryl L. Broadie and John Vercillo, Southern
lllinois University at Carbondale.



Meio de Cultura

Meio de Cultura
Condi¢des nutricionais para o crescimento de um microrganismo

N

Meio Definido Meio Complexo

Adicio precisa de compostos organicos Nao se sabe a composigao exata do meio de cultura.

e inorganicos Exemplos:

Composigéo quimica exata » Caseina — proteina do leite
 Extrato de levedura (células de levedura)
» Extrato de carne, soja

Fontes altamente nutricionais

Real composicao é desconhecida



Exemplos de meio de Cultura

Que tem maior C.B.
Quimiolitotréfico autotrofico

Table 4.2 Examples of culture media for microorganisms with simple and demanding nutritional requirements®

Defined culture medium Defined culture medium for Complex culture medium for either Defined culture medium for
for Escherichia coli Leuconostoc mesenteroides E. coli or L. mesenteroides Thiobacillus thioparus
KoHPO, 7 g KoHPO, 0.6 g Glucose 16 g KH,PO, 0549
KHoPOs 29 KHoPO4 06 g Yeast extract5 g NH4ClI05g
(NH4)2SO4 1 g NH4CI 3 g Peptone 5 g MgS0O;0.1g
MgS0,0.1 g MgS0,0.1g KH,PO,2 g CaCl,005g
CaCl0.02g Glucose 25 g Distilled water 1000 mi KCI05g
Glucose 4-10 g Sodium acetate 25 g pH7 NazS:032 g
Trace elements (Fe, Co, Mn, Zn, Amino acids (alanine, arginine, Trace elements (as in first column)
Cu, Ni, Mo) 2-10 pg each asparagine, aspartate, cysteine, Distilled water 1000 mi
Distilled water 1000 mi glutamate, glutamine, glycine, . pH7
pH7 histidine, isoleucine, leucine, lysine, Meio Com plexo Carbon source: CO, from air
methionine, phenylalanine, proline,
Meio Definido serine, threonine, tryptophan, tyrosine,

valine) 100-200 pg of each
Purines and pyrimidines (adenine,
guanine, uracil, xanthine) 10 mg of each
Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate,
p-aminobenzoic acid) 0.01-1 mg

E.coli tem capacidade biossintética
maior que L. mesenteroides

Capacidade Biossintética:

of each o quanto o organismo consegue
Trzcﬁgligir:&fas in first comn) sintetizar fatores importantes
Distilled water 1000 mi para o seu crescimento

pH7

#The photos are tubas of (a) the defined medium described, and (b) the complex medium describad. Note how the complex medium
is colored from the various organic extracts and digests that it contains. Photo credits: Cheryl L. Broadie and John Vercillo, Southern
lllinois University at Carbondale.



Meio Seletivo ou Diferenciais

® Meio Seletivo

Contém compostos que inibem o crescimento de alguns
microrganismos mas de outros nao

® Meio Diferenciado

Adiciona um indicador (corante, por exemplo), diferenciar reacdes
quimicas que ocorrem durante o crescimento .

Distincao de espécies de bactérias

Meio Diferencial para verificar Fermentacao de agucares

Formacéao de acido — mudanca de cor

Tubos invertidos
Se tem formacgao de gas fica preso

Acido Acidoegas  Cont. - N3o inoculado



Preparar um Meio de Cultura

Para o cultivo é necessario saber suas necessidades nutricionais

Alguns casos é necessario a adicao de soro, sangue (N. gonorrhoeae) e
etc..

Mimetizar o meio natural de crescimento do organismo



Cultivo de Microrganismos em
Laboratorio

® Meio devidamente preparado e estéril (autoclave, fluxo)
® Trés tipos de meio de cultura

Liquido Solido Semisdlido
0% Agar 1.5% Agar >0 e <1.5% Agar



5- O meio de cultura Agar MacConkey é Seletivo,
Diferenciado, Complexo e/ou Definido?

Agar MacConkey Agar Staphylococcus 110  Agar Triptona Soja (TSA)
Stone Gelatin Agar

Isolar e diferencjar Staphy.0 N3o é um meio Inibitério
Alta concentragdo sal - 7.5% (resce mic. fastidiosos

Manitose?
Formacao de pigmento
Atividade Gelatinase

https://www.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/Difco_BBL/229730.pdf

Lactose — Diferencia Lac* (acido pH cai)
Seletivo para Gram Negativo
(sais biliares inibem G+)

http://en.wikipedia.org/wiki/MacConkey_agar



5- Em qual tubo ha microrganismos microaerofilo e
Aerodbio facultativo?

;| Oxic zone

Anoxic zone




Capazes de
respirar usando
0,

Respiracao

sem O,

Efeito do Oxigénio

Table 5.5 Oxygen relationships of microorganisms

Group Relationship to O, Type of metabolism Example® Habitat®

Aerobes

Obligate Required Aerobic respiration Micrococcus luteus (B) Skin, dust

Facultative Nott) required, but growth Aerobk; re_spiration, anaierobic Escherichia coli (B) Intestino grosso ine
etter with O, respiration, fermentation

Required but at levels lower Aerobic respiration

Microaerdfilos ;
than atmospheric

Spirillum volutans (B) Lake water

Anaerobes
Aerotolerant Not required, and growth no Fermentation
better when O, present
Obligate Harmful or lethal Fermentation or anaerobic

respiration

N

Encontrada em 3 grupos:

1- Procariotos

bactérias anaerdébias — Clostridium
Archaea

2- Fungos

3- Protozoarios

Streptococcus pyogenes (B) Trato respiratério superior

Methanobacterium formicicum (A)  gedimentos de lagos ©
anoxidos



Efeito do Oxigénio no crescimento no

laboratorio
Aerdbios Teste do efeito do Oxigénio nos organismos
— Necessita de agitacao (aeracao - f r .
forgada)
— Adicionar O,

Anaerdébios | |
— Remover o O, através da adigao d |

agentes redutores como tioglicolat
(reduz 0 O, a agua)

— Casos de anaerobios obrigatorios a
remocao total de O, € complicada,

crescer em ambientes especificy

O, consegue penetrar apenas (a) (b) (c) (d) (e

na superficie, o resto do meio .
& sem O, por causa do A-Ob An-Ob A-Fa A-Micro An-Aero

tioglicolato

: f-f'flj "] oxic zone
.. —
2 B

Anoxic zon




Pergunta

6- Como eles sao
classificados com

base
a. Osmolaridade

pH

b.
c. Temperatura




Efeito da Temperatura

« Temperaturas Cardeais
Caracteristicas para todos os microrganismos
Minima
» Gelificacdo da membrana, quandc
a membrana para funcionar, como

no transporte de nutrientes a
bactéria para de crescer.

» Nao tem forga proton motiva
— Otima
» Condicao em que todos os

componentes estao na sua
atividade maxima

Maxima
« Faixa normal de variacao de
temperatura € 25-40 °C

 Nao conseguem crescer em todas

as faixas

Growth rate

Processo geralmente irreversivel

Exemplo febre

I

Enzymatic reactions occurring
at maximal possible rate

> Opﬂ,num

Enzymatic reactions occurring
at increasingly rapid rates

N

Minimum

Maximum

i
ﬁaracterls‘uca de cada organismo \\‘L

Temperature /

Membrane gelling; transport
processes so slow that growth
cannot occur

Protein denaturatlon; collapse
of the cytoplasmic membrane;
thermal lysis




Efeito da Temperatura

« 4 Classes térmicas dos Microrganismos com base na temperatura 6tima
de crescimento

Example: Hyperthermophile
. Geobacillus stearothermophilus ample: ample: )
8,39e48°C MOSOphIlO Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
ample: 60°
© Escherichia coli
©
£ . 39°
z Psychrophile
&5 | Example:
Polaromonas vacuolata
40
Ambientes terrestl’es, 1 ontes termaisl fend
aquaticos, animais de hidrotermais no fu
sangue quente l do mar
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temperature (°C)



Microrganismos Psicrofilos

Organismos extremofilos Antartida

— vivem em condi¢des extremas, muito
frio ou muito quente

Sao encontrados em ambientes

constantemente frios - termosensiveis

Grande parte da superficie da Terra é fria

i California
Encontra em sulcos de agua dentro do Algas da neve

Chlamydomonas nivalis
gelo (-12°C). /

John Gasink and James T. Staby

Ambientes frios na Terra
— Artico
— Antartida
— No fundo do mar (1-3 °C)

Essas algas formam massas densas no interior do gelo (sulcos

de agua liquida

Alga da neve que esporula / %
A temp.) e fica vermelha =

Em geral é verde

John Gasink and James T. Stakey




Microrganismos Psicrotolerantes

Organismo capazes de crescer a 0°C (lento), com temperatura 6tima

de 20-40°C.
Sao mais abundantes que os psicrofilos, como as algas da neve.
Varias bactérias, Archaea e eucariotos sao psicrotolerantes.

Encontrados solos, agua de clima temperado, carne, leite, ...



Crescimento
microbiano em altas
Temperaturas

* QOrganismo procariotos com temp.
otima
(termdfilos) > 45°C
(hipertermofilos) > 80°C
* VulcOes e Fontes termais

Fontes termais
ferventes
150-500°C
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Figure 5.22 Growth of hyperthermophiles in boiling water.

Table 5.1 Presently known upper temperature limits

for growth of living organisms

Group Upper temperature limits (°C)
Macroorganisms
Animals
Fish and other aquatic vertebrates 38
Insects 45-50
Ostracods (crustaceans) 49-50
Plants
Vascular plants 45 (60 for one species)
Mosses 50
Microorganisms
Eukaryotic microorganisms
Protozoa 56
Algae 55-60
Fungi 60-62
Prokaryotes
Bacteria
Cyanobacteria 73
Anoxygenic phototrophs 70-73
Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 95
Archaea
Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 122



Crescimento
microbiano em altas
Temperaturas

Acima de 65°C soO Bacteria
e Archaea

Archaea sao 0SS mais
termofilos

Table 5.1 Presently known upper temperature limits

for growth of living organisms

Group Upper temperature limits (°C)
Macroorganisms
Animals
Fish and other aquatic vertebrates 38
Insects 45-50
Ostracods (crustaceans) 49-50
Plants
Vascular plants 45 (60 for one species)
Mosses 50
Microorganisms
Eukaryotic microorganisms
Protozoa 56
Algae 55-60
Fungi 60-62
Prokaryotes
Bacteria
Cyanobacteria 73
Anoxygenic phototrophs 70-73
Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 95
Archaea
Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 122



E

Faixa de pH varia de 2-3 unidag
pH 6timo

Maioria crescem em pH 4-9 (m
dos ambientes)

Poucos em pH<3 e >9

Acidofilicos

— Maior quantidade de fungos (
menos, como pH2)

— Estabilidade da membrana é
dependente de altas [] de H*

— Obrigatérios, nao crescem em pH
neutro

® Acidithiobacillus
® Varios géneros de Archaea
— Picrophilus oshimae - pH
otimo 0.7 e em pH 4 lise
celular.
— pH intracelular 4.5

— Habita solos quentes, dcidos
com atividade vulcdnica

Alcalifilicos

~—— pH>9

Pure water

P

Seawater

Very alkaline

natural soil
Alkaline lakes
Soap solutions
Household ammonia
Extremely alkaline

soda lakes
Lime (saturated solution)

10—11
10712

10713

10714

107®
107
1074
1073
1072

107"



Efeito do pH

¢ Alcalifilicos
— pH 6timo >9
— pH intracelular mais elevado
encontrado foi de 9.5

— DNA ¢ instavel em condigcdes

acidas e o RNA em basicas
Table 5.2 Relationships of microorganisms to pH

— Encontrados
® |Lagos e solos ricos em Appoximate
o Physiological class pH optimum
carbonato de sodio (optima range) for growth Example organism?
—_— Exempk)s Neutrophile (pH >5.5
° . . and <8) 7 Escherichia coli
BE.ICIIIUS firmus cresce na Acidophile (pH <5.5) 5 Rhodopila globiformis
faixa de pH 7.5-11 3 Acidithiobacillus ferrooxidans
1 Picrophilus oshimae

® Crescimento em laboratorio se
usa tampoes

— Evita que o pH mude

Chloroflexus aurantiacus
Bacillus firmnus
Natronobacterium gregoryi

Alkaliphile (pH = 8)

(= (ol

1

# Picrophilus and Natronobactenum are Archaea; all others are Bactena.



Efeito Osmotico

® Osmose- Migracao de moléculas de agua de um ambiente menos
concentrado (hipotbnico) para um ambiente mais concentrado
(hipertbnico)— até chegar em um equilibrio (isotbnico)

Equilibrio aquoso + Pode causar morte
celular-desidratacao

1,0 H,0



Efeito Osmotico

Halofilos discretos (1-6% NaCl)
— Mar tem 3% sal

Halofilos moderados (7-15% NaC

— sao0 um problema na industria
alimenticia

— que usa alta concentracao de sais
de acgures (osmofilos) como
conservantes

Nao halofilos crescem em
ambientes com pouco sal.

Growth rate

Halotolerant 8l Halophile
xample: Example:

Xerofilos — crescem em ambientes °
com pouca quantidade de agua.
— As células acumulam ou sintetizam

solutos compativeis para manter o
equ. aquaso +

Staphylococcus Aliivibrio fischeri Example:
aureus Halobacterium
salinarum
Nonhalophile
Example:
Escherichia
coli \
) 10 15 20

NaCl (%)



Baixa Quantidade de Agua

® Capacidade genética de
produzir ou acumular
solutos compativeis

® Aumenta a concentracao do
soluto interno

¢ Soluto Compativel: ndo inibe
processos quimicos
intracelulares

CH,OH

0
HOH,C

OH H
Sucrose

CH, 0]
HQC—é—CH2CH28—O‘
Dimethylsulfoniopropionate

i
H,C— N*—CH,—CO00O"

Hy
Glycine betaine

CH,OH

CH,0OH
Glycerol



Fatores que afetam o Crescimento
microbiano

Estado Quimico e Fisico do Ambiente
— Temperatura
— pH
— Quantidade de agua
— Oxigénio
— Outros fatores
* Pressao
« Radiacao



Bactérias nao cultivaveis e
Metagenomica

® Apenas 1% das bactérias existentes no ambiente sao
cultivaveis

®* Metagénomica

— ldentificacao de microrganismos nao cultivaveis

— Genes com algum interesse especifico presentes em diferentes

amostras ambientais.



Pergunta

7- Como voceé
isolaria estes
microrganismos?



Obtencao de culturas puras por semeadura por
esgotamento
® Obtencao de amostras puras (contém apenas um tipo de microrganismo).

® Verificar a pureza da amostra
® Método de assepsia (impedir contaminacoes)

‘/ * Avaliar a pureza da amostra
p, * A quantidade de diferentes
f‘ :v,a?f/f ;‘[r g V sl . .
/ A0 [ A By microorganismo
/f, /‘«’y "" ] = . ,\“\\\ - /xf; . 7’ g ~n .
I~ 4 - * Obtém coldnias Isoladas
(a) - ®) © @) (e) )
71 // Confluent growth at —__
T beginning of streak B
/ ! ‘ Isolated colonies
A \ at end of streak

proveniente de uma
Unica célula (bilhoes
de células)

yo / N B iR A T ¢ Vdrias células

@ N\ S50

James A, Shapiro, University of Chicago

(b) (c)



One generation

Crescimento Bacteriano e
Duplicacao Celular

® O processo de divisdao celular envolve um conjunto de proteinas conhecidas
como Fts (Filamentous temperature Sensitive) (Todos os Procariotos e
Archae, organelas - mitocondrias e cloroplastos).

Cell
elongation

Septum
formation

Completion of
septum;
formation of
walls; cell
separation

S—

Tempo de
geracgao

Fatore
genéticos

Fatore
Nutricionais

Divisome
complex

FtsZ ring

Nucleoid

LU

[y SRR -

ZipA

A . W

FisZ

ring

e R N -

(l




8- DESCREVA AS 4 FASES DE CRESCIMENTO
BACTERIANO MOSTRADO NO GRAFICO

10 i i 1.0 -
! 5 o
28 9 Turbidity 050 B
S E (optical density) o o
>0 @
= L Q
jo) @) = Viable count =
95 8 O
- 0.25
7
6 0.1

Time



Ciclo de crescimento microbiano
Populacional

® Curva de crescimento de uma cultura em batelada (cultura em um
sistema fechado) — estes conceitos de fase sO6 se aplicam a
populacdes de ceélulas e nao a células individuais

Growth phases

LLag—l—Exponentlal-'— Stationary l Death

| i a
l 075 £
— ! =
2£& g i Turbidity / -
@ £ (optical density) 050 o
-0 ©
2 L Q
5) @) 8 = Viable count =
5 (@)

© Quantidade de células capazes de se reproduzir 0.5

0.1
Time



Fase lag — Fase de adaptacao

® Tempo pode ser curto ou longo depende:
— Da origem do in6culo (as células tem “memoria”)
— As condicOes do meio de cultura atual

— Exempilo:
® Indculo na fase exponencial ndo tem fase lag

® Inéculo na fase estacionaria tem fase lag



Fase exponencial e estacionaria

® Fase exponencial
— Condic¢des mais saudaveis
— Neste estagio que se faz ensaios enzimaticos, expressao génica e etc.

® Fase estacionaria
— Taxa de crescimento é zero
— Limitagdes dos nutrientes
— Acumulo de produtos excretados pelos microrganismos — inibe o crescimento
— Pode ocorrer divisao celular qguando uma célula morre - Crescimento criptico
— Metabolismo e processos biossintéticos podem estar ativos

® Fase de Morte
— Morte celular
— Lise celular

— Segue uma curva exponencial mais lenta que a de crescimento



Calculo da taxa de Crescimento
Bacteriano na Fase Exponencial



Crescimento Microbiano

Qual o problema de comer comida no self service?

Pg a comida mantida fora do refrigerador estraga mais rapido?

Time
(h)

0.5
1.5

2.5
3.5

Total number
of cells

1

2

4

8
16
32
64
128

Cada 30 min. tem mais 1 célula

Time
(h)

45
5.5

10

Total number
of cells

256 (25
512 (2%
1,024 (219
2,048 (211)
4,006 (213

1,048,576 (219)

Cada 30 min. tem mais 2048 célula



Numero de Células

100

200

400

800

1600

3200

6400

12800

25600

tempo

coNNO U B WNBE-L O

G=1H

X=neT=ng
tempo log(10)

2
2,301029996
2,602059991
2,903089987
3,204119983
3,505149978
3,806179974

4,10720997
4,408239965

coNNO UL &~WNBEF-L O

30000

25000

20000

15000

Células

10000

5000

Tempo horas

Log,, Células

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo horas



Temponumero de Células rapido

0

U B WN -

G2 =30min G2 =G1/2

Log,, Células

100
200
400
800
1600
3200

y =0.6021x + 2

RZ=1

100
400
1600
6400
25600
51200

Células

4 5 6
Tempo horas

y:

60000
50000 u
40000
30000
20000

10000

Tempo horas

alfa = tangente do
angulo de inclinagao
=0,301/g

0.301x + 2
RZ=1

Taxa especifica de
crescimento (k)
0,301/g

Menor o g maior k



Cells/m|

@

Cells/ml

4 x 107

2 x 107

1x 108

8 x 107

6 x 107

4 x 107

3 x 107

2 x 107

1 x 107
0

Parametros Matematicos

t=6h

n =l Population

g=5=6h doubles in 6 h
1 2 3 4 5

2h

Population
doubles in

< o om e mm e e -

L— 2n

(o] b W e e e e e . e e

° n numero de geragoes
formadas no intervalo de
tempo T

* g tempo de geracao

e T =n*g
* Em uma escala logaritmica a
inclinagcao da curva esta

diretamente relacionadaao g

* Quanto maior a inclinacao
menoro g

* k = inclinacdo da curva 0.301/
g



Se ha duas culturas com 100 e 50 células, depois de 10
geracoes quantas células terao e quanto tempo levara?

e Y=100*2" =100*1024
e Tempo 10*30min =5 horas



Conteudo complementar



Formas de medir o crescimento
microbiano

« Contagem de Células
— Microscopicas, utilizando camera de petroff-Hausser

— Ceélulas Viaveis

 Turbidez — D.O.



Camera de Contagem de Petroff-Hausser

¢ Contagem usando células secas coradas em laminas

® Contagem de células em meio liquido utilizando camera de contagem
de Petroff-Hausser e microscopio
— N&o consegue distinguir células vivas das mortas

— Células pequenas sao dificeis de ver no microscopio
— Usar amostras concentradas

— Impurezas podem ser confundidos como células
— Pouco precisa .....

To calculate number

=" per milliliter of sample:
- 12 cells x 25 large squares x 50 x 10°
| A A A
| | | [
| | | |
[ [ | |
L . — | |
R T : Number/mm? (3 x 102 : :
Sample added here. Care must be : : :
taken not to allow overflow; space Microscopic observation; all cells are | Number/mm? (1.5 x 10%) :
bgetween coverslip and slide is 0.02 mm counted in large square (16 small squares): L ]
(55 mm). Whole grid has 25 large 12 cells. (In practice, several large squares 3 7
squares, a total area of 1 mm? and are counted and the numbers averaged.) Number/cm™ (ml) (1.5 x 107)

a total volume of 0.02 mm?®.
1mm3 =103 cm3



Métodos de contagem de células viaveis/
ou Contagem em Placa

® Contagem de células viaveis (contagem em placa) conta o numero de
células capazes de se dividir.

1 - Semeadura por espalhamento — colénias
2 - Semeadura em profundidade — coldnias na superficie e subsuperficie. Pode usar maior

quantidade de células
— NuUmero de coldnias a n. células. Cada colénia veio de uma unica célula - UFC.

o Surface d
S coloniesi

Spread-plate method

2
. \ g
|—|' \ :
Incubation 5
Sample is pipetted onto Sample is spread evenly over Typical spread-plate results
surface of agar plate surface of agar using sterile

(0.1 ml or less) glass spreader

Pour-plate method

,\'_‘_S _ [ .‘;5;1 ~ _ > e \:-' X‘ z
\M}’ 7 | Solidification OS= e~ gubsurface E

~— and incubation == colonies 2
Sample is pipetied into Sterile medium is added and Typical pour-plate results

sterile plate mixed well with inoculum



Diluicao antes do Plagueamento

Placas confiaveis tem entre 30-300
colénias

Se tem muitas colbnias, algumas
nNao crescem, pode ter
sobreposicao de colbénias

Poucas coldnias, ndo é confiavel
estatisticamente

Importante fazer replicas para
diminuir erros nas medidas
Contagem ¢é feita “unidade
formadora de colénia - UFC”
Método bastante usado

— Analisar contaminagoes

— Sensivel

— Medir a quantidade de células de
um organismo especifico
proveniente de uma amostra mista
— selecionando o meio de cultura
na placa de petri

massw Sample to
b= be counted

Y Y
REEEE

9-ml
broth — ‘ |

Total 1710  1/100  1/10°  1/10*  1/105  1/108
dilution (107') (109 (107%) (1079 (1079 (109
Plate 1-ml samples

| TR TR R T

,— \/ —
||
L . I 159 17 2 0
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count l
1590 x 10° = 159 x 10°
Plate Dilution Cells (colony-forming

units) per milliliter of
original sample

count factor



Diluicao antes do Plagueamento

Mais empregada por poder contar quantidade de células viaveis

A contagem de células totais em uma amostra natural
— Solo
— Mar

Grande anomalia da contagem de placa.
® [imita a técnica

Como vc mimetiza o meio natural?



D.0O — medida de turbidez

~—— Light

® Tomar cuidado com:

— Caminho 6tico

Prism
. Incident
— Comprimento de onda - ‘h@m I
=— Filter
® 480nm ZZ11PARY
%\, —— Sample containing
3 o cells (@)

Unscattered light, /

® 540nm R 7 ¥

Photocell (measures
unscattered light, /)

® 600nm - ODg,, of 1.0 = 8 x 108 cells/

o

y ~\
m L — Spectrophotometer
. EEEE
|
G | Optical density (OD
() 660nm / 2 () ptica loensny( )
| ® @ | | =tog I

@



Medida da quantidade de células por

o
™
T

Organism A

o
™
T

Organism B

o 9o
w

o
(V]

Optical density
Optical density

o
-

0 5 10 15 20 25 30 35
Time (h)

(b) l ©

Exemplo da curva de

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

crescimento de dois organismo

D.O

Theoretical

* Problema:
— Agregados celulares
— Biofilme
Evitar problemas: amostras

devem crescer sob
agitacao

Actual

Cell numbers or mass (dry weight)

D.O é subestimada em quantidade de células
elevadas

Muitas células — a luz dispersa por uma célula pode
ser dispersada por outra, dando a impressao de que
nao teve dispersao



10 - Metabodlitos secundarios produzidos por bactérias podem ser
Uteis para os seres humanos? Dé um exemplo.



Metabolitos Primario e Secundario

Crescimento Primario
Metabolico constantemente sintetizado

) ~ ~ .
Levedura Geralmente ndo sio produzidos em

grandes quantidades

® Faz parte do metabolismo

Alcohol

Alcohol or sugar
concentration or
cell number

Time



Metabolito Secundario

Crescimento Secundario
Metabdlico sintetizado préximo ao final
da fase exponencial-fase estacionaria

Penicillum chrysogenum

Penicillin

or sugar
concentration or
cell number

Penicillin

Time



Pergunta

* Tenho uma cultura com D.O de 0.2, quanto
tempo vai demorar para ela chegar a uma D.O de
1.6 se 0 g=20 minutos?

* Podemos crescer em laboratdério qualquer
microrganismo, justifique sua resposta.

 Um ambiente com baixa concentracao de
oxigénio, pH acido, altas temperaturas, 3% de sal
sao classificados de que forma, e qual dominio
vocé acha que ele pertence?



