Il - Crescimento populacional

R elembre que o crescimento é definido como um aumento
no nimero de células em uma populagido. Assim, prosse-
guiremos considerando os eventos de crescimento e divisdo
em uma célula individual para compreender a dinimica do
crescimento em populacdes bacterianas.

5.5 Aspectos quantitativos do
crescimento microbiano

Durante a divisdo celular, uma célula transforma-se em duas.
Durante o tempo necessdrio para que esse processo ocor-
ra (tempo de geragdo), o niimero total de células e a massa
duplicam-se (Figura 5.1). Conforme veremos, o nimero de
células em uma cultura bacteriana em crescimento pode ra-
pidamente tornar-se muito elevado, portanto daremos enfo-
que a maneira de lidar com esses grandes nimeros em uma
forma quantitativa.

Plotando dados de crescimento

Um experimento de crescimento iniciado com uma tnica
célula, com tempo de geracao de 30 minutos, é apresentado
na Figura 5.9. Este padrdo de aumento populacional, em que o
nimero de células € duplicado a um intervalo de tempo cons-
tante, ¢ denominado crescimento exponencial. Em um expe-
rimento desse tipo, quando o numero de células é plotado em
um grifico de coordenadas aritméticas (lineares) em funcio
do tempo, obtém-se uma curva de inclinagido constantemente
crescente (Figura 5.95). Em contrapartida, quando o nimero
de células é plotado em uma escala logaritmica (log,,) em fun-
¢do do tempo (um grafico semilogaritmico), conforme ilustra-
do na Figura 5.9b, obtém-se uma linha reta. Essa funcao linear
reflete o fato de que as células estdo crescendo exponencial-
mente e a populacdo estd se duplicando em um intervalo de
tempo constante.
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Figura 5.9 Taxa de crescimento de uma cultura microbiana. (&) Dados
de uma populacéo que se duplica a cada 30 minutos. (b) Dados plotados em
escalas aritmética (ordenada a esquerda) e logaritmica (ordenada a direita).

Graficos semilogaritmicos também sdo convenientes para
estimar os tempos de geragdo de uma cultura a partir de um
conjunto de dados de crescimento, uma vez que o tempo de
geragdo pode ser consultado diretamente a partir do grafico,
conforme apresentado na Figura 5.10. Por exemplo, quando
dois pontos na curva que representa duplicacio de uma célula
no eixo Y sio selecionados e linhas verticais sio desenhadas
a partir deles até interceptar o eixo X, o intervalo de tempo
mensurado no eixo X é o tempo de geracao (Figura 5.10b).

A matematica e as expressoes do crescimento

O aumento no numero de células de uma cultura bacteria-
na em crescimento exponencial pode ser expresso com ma-
temdtica simples baseada em uma progressao geométrica de
quociente 2. Quando uma célula se divide, originando duas
células, expressamos esse processo como 2° — 2'. Quando
duas células originam quatro, esse processo é expresso como
2' — 2%, e assim por diante (Figura 5.9a). Ha uma relacio fixa
entre o numero de células inicialmente presentes em uma cul-
tura e o numero presente ap6s um periodo de crescimento ex-
ponencial; essa relacdo pode ser expressa como

N=Ng2"

em que N corresponde ao numero final de células, N, repre-
senta o nimero inicial de células e # é 0 numero de gerages
formadas durante o periodo de crescimento exponencial.
O tempo de geracao (g) da populagdo em crescimento expo-
nencial corresponde a t/n, em que ¢ refere-se a duracao do
crescimento exponencial, sendo expresso em dias, horas ou
minutos. A partir do conhecimento dos niimeros inicial e final
de células em uma populacdo em crescimento exponencial, é
possivel calcular # e, a partir de # e do conhecimento de ¢, o
tempo de geracdo, g.

A equacgdo N = N,2" pode ser expressa em termos de #,
tomando os logaritmos de ambos os lados, como a seguir:

N = NU‘Z”

log N = log Ny + n log 2
log N —log Ny = n log 2
_logN—logN, logN—logN,
T T g2 o301

= 3,3(log N — log N)

Usando esta ultima expressdo, é possivel calcular os
tempos de geracdo em termos de quantidades mensuraveis,
N e N, Para exemplificar, considere os dados reais de cresci-
mento do gréfico ilustrado na Figura 5.10b, no qual N = 10°,
N,=5x10"et=2:

n = 3,3 [log(10°) — log (5 X 10")]
=33(8-7,69) =3,3(0,301) = 1

Assim, nesse exemplo, g = t/n = 2/1 = 2 h. Se o crescimento
exponencial prosseguisse por mais duas horas, o nimero de
células seria 2 X 10°. Apés duas horas, o niimero de células
seria 4 X 10° e assim por diante. Além de determinar o tempo
de geragdo de uma cultura em crescimento exponencial por
inspecio dos dados graficos, o g pode também ser calculado
diretamente a partir da inclinacao da fungio linear obtida em
um grafico semilogaritmico de crescimento exponencial. A in-
clinagao é calculada como 0,301 #/t (ou 0,301/g). No exemplo
acima, a inclinacdo seria entdo 0,301/2, ou 0,15. Uma vez que g
é igual a 0,301/inclinacdo, obtemos o0 mesmo valor de 2 para g.
O termo 0,301/g é denominado taxa especifica de crescimento,
abreviada por k.

Outra expressao util de crescimento pode ser calculada a
partir desses dados. Por exemplo, a reciproca do tempo de ge-
racdo, denominada taxa de divisdo, abreviada por v. A taxa de
divisdo € igual a 1/g, apresentando unidades de horas recipro-
cas (h™"). Isso significa que, enquanto o termo g é uma medida
do tempo necessario para uma populacio dobrar o numero de
células, v é uma medida do niimero de geragdes por unidade
de tempo, em uma cultura em crescimento exponencial. A in-
clinac@o da reta relacionando o log do niimero de células ao
tempo (Figura 5.10) é igual a v/3,3. De posse dos valores de n
e t, pode-se calcular g, k e v para diferentes microrganismos,
crescendo em diferentes condicoes de cultura. Esses célculos
sdo uteis para otimizar as condi¢ées de cultivo de um organis-
mo recentemente isolado e também para avaliar os efeitos po-
sitivos e negativos de algum tratamento sobre a cultura bacte-
riana. Por exemplo, comparando-se a um controle nao tratado,
os fatores que estimulam ou inibem o crescimento podem ser
identificados mensurando-se seu efeito sobre os varios paré-
metros de crescimento aqui discutidos.

As consequéncias do crescimento exponencial

Durante o crescimento exponencial, inicialmente o aumento
no numero de células é relativamente lento, porém posterior-
mente torna-se acelerado. Nos estdgios finais do crescimento,
observa-se um aumento significativo do nimero de células.
Por exemplo, no experimento apresentado na Figura 5.9, a
taxa de producio de células nos primeiros 30 minutos de cres-
cimento corresponde a uma célula a cada 30 minutos. Entre-
tanto, entre 4 e 4,5 horas de crescimento, a taxa de producao
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Figura 5.10 cCaélculo dos parametros de crescimento microbiano.
Método para estimar os tempos de geracao (g) de populacdes em crescimento
exponencial, com tempos de geracao de (&) 6 h e (b) 2 h, a partir de dados plo-
tados em graficos semilogaritmicos. A inclinacao de cada reta é igual a 0,301/g,
e nrepresenta o nimero de geracdes formadas no intervalo de tempo, . To-
dos os nimeros estéo expressos de acordo com a notacao cientifica, isto &,
10.000.000 equivale a 1 % 107, 60.000.000 a 6 X 10", e assim por diante.

de células é consideravelmente maior, com 256 células a cada
30 minutos, e entre 5,5 e 6 horas o crescimento corresponde a
2.048 células a cada 30 minutos (Figura 5.9). Assim, o nimero
de células em culturas bacterianas de laboratério pode tornar-
-se rapidamente muito elevado, com um tamanho populacio-
nal final de > 10° células/mL nio sendo incomum.

Além de ser uma construgao tedrica, o crescimento ex-
ponencial pode ter implicagdes na vida cotidiana. Considere
algo tdo comum como a deterioracgio do leite. As bactérias do
dcido lactico, responsaveis pelo sabor azedo do leite estragado,
contaminam o leite durante a coleta e estdo no leite fresco e
no pasteurizado em menor nimero; esses organismos crescem
lentamente na temperatura de geladeira (4°C), mas rapida-
mente & temperatura ambiente. Se uma garrafa de leite fres-
co é deixada a temperatura ambiente durante a noite, algum
acido lactico é produzido, mas nao em quantidade suficiente
para afetar a qualidade do leite. Entretanto, se o leite coletado
hd uma semana, que agora contém o crescimento bacteriano
acumulado de uma semana e, portanto, um numero bem mais
elevado de células, € deixado sob as mesmas condicoes, uma
enorme quantidade de dcido lactico é produzida, resultando
na deterioracio.

MINIQUESTIONARIQ------=-==-=======mmmmmmmmmme oo eeem

* O que & um grafico semilogarftmico e quais informagdes
podem ser obtidas a partir dele?

» Faca a diferenciacdo entre os termos “taxa especifica de
crescimento” e “tempo de geracao”.

= Se em um periodo de 8 horas uma populacao de células em
crescimento exponencial aumenta de 5 x 10° células/mL para
5 x 10° células/mL, calcule os valores de g, n, v e k.

5.6 0 ciclo de crescimento

Os dados apresentados nas Figuras 5.9 e 5.10 refletem apenas
uma parte do ciclo de crescimento de uma populagdo micro-
biana, a parte denominada crescimento exponencial. Por diver-
sas razoes, um organismo crescendo em um recipiente fechado,
como um tubo ou frasco (uma cultura em batelada), nao pode
continuar crescendo exponencialmente de forma indefinida.
Em vez disso, uma curva de crescimento tipica de uma popula-
cio de células € obtida, conforme ilustrado na Figura 5.11. A cur-
va de crescimento descreve um ciclo de crescimento completo,
incluindo as fases lag, exponencial, estaciondria e de morte.

Fase lag

Quando uma popula¢ao microbiana é inoculada em um novo
meio, o crescimento € iniciado somente ap6s um periodo de
tempo, denominado fase lag. Esse intervalo pode ser breve ou
longo, dependendo do histérico do inéculo e das condigées de
crescimento. Se uma cultura em crescimento exponencial for
transferida ao mesmo meio, nas mesmas condicoes de cres-
cimento (temperatura, aeragéo, entre outros), a fase lag nao
necessariamente ocorre e o crescimento exponencial comeca
imediatamente. Entretanto, se o inéculo for proveniente de
uma cultura antiga, em geral haverd uma fase lag, uma vez que
as células encontram-se depletadas de vérios constituintes es-
senciais, requerendo tempo para sua biossintese. Uma fase lag
também €é observada quando o indculo é de baixa viabilida-
de (poucas células vivas) ou consiste em células que sofreram
algum tipo de dano, mas nao foram mortas, decorrente de
algum agente estressante, como altas e baixas temperaturas,
radia¢do ou compostos quimicos téxicos.

Uma fase lag também é observada quando uma populacio
microbiana € transferida de um meio de cultura rico para um
mais pobre; por exemplo, de um meio complexo a um meio
definido (Co Secéo 3.2). Para crescerem em qualquer meio de
cultura, as células devem dispor de um conjunto completo de
enzimas necessdrias a biossintese dos metabolitos essenciais
nao fornecidos por aquele meio. Assim, quando transferidas
para um meio onde os metabdlitos essenciais devem ser bios-
sintetizados, hda uma demanda de tempo para a sintese das
novas enzimas requeridas e para a producdo de uma pequena
quantidade inicial de cada metabdlito.

Fase exponencial

Conforme vimos na Secdo 5.5, durante a fase exponencial de
crescimento, a populagédo celular duplica-se a intervalos regu-
lares por um periodo curto ou longo, dependendo dos recur-
sos disponiveis e de outros fatores. Células em crescimento
exponencial geralmente encontram-se nas condi¢des mais
sauddveis e, por essa razao, sio preferencialmente utilizadas
para estudos enzimdticos ou de outros componentes celulares.
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Figura 5.11  curva de crescimento tipica de uma populacéo bacteria-
na. Uma contagem de vidveis mede as células presentes na cultura capazes
de se reproduzir. A densidade dptica (turbidez), uma medida quantitativa da

As taxas de crescimento exponencial variam amplamente,
sendo influenciadas pelas condi¢des ambientais (temperatura,
composicio do meio de cultura), bem como pelas caracteristi-
cas genéticas do préprio organismo. Em geral, os procariotos
crescem mais rapidamente que os microrganismos eucario-
ticos, e os eucariotos menores crescem mais rapidamente do
que os maiores. Esse fato nos recorda do conceito discutido
anteriormente em relagdo a proporgio superficie-volume.
Lembre-se de que as células menores apresentam uma maior
capacidade de permuta de nutrientes e produtos de excregéo,
quando comparadas as células maiores, e essa vantagem meta-
bélica pode afetar significativamente seu crescimento e outras
propriedades (€2 Secio 2.6).

Fase estacionaria e de morte

Em uma cultura em batelada, o crescimento exponencial nao
pode ser mantido indefinidamente. Considere o fato de que
uma unica célula bacteriana, pesando apenas um trilionési-
mo (10™"%) de grama e crescendo exponencialmente com um
tempo de geracdo de 20 minutos, produziria, se permitida
crescer exponencialmente em uma cultura em batelada por
48 horas, uma populacido de células cujo peso seria 4 mil ve-
zes superior ao peso da Terra! Obviamente, essa situacio é
impossivel, e o crescimento torna-se limitado nessas culturas
porque ou um nutriente essencial no meio de cultura ¢ deple-
tado ou os produtos de excrecido do organismo acumulam-se.
Quando o crescimento exponencial cessa por uma (ou am-
bas) dessas razoes, a populagéo atinge a fase estaciondria (Fi-
gura 5.11).

Na fase estaciondria, nio se observa aumento ou diminui-
¢do liquidos no numero de células, portanto a taxa de cresci-
mento da populacdo corresponde a zero. Apesar da interrup-
¢do no crescimento, o metabolismo energético e os processos
biossintéticos podem continuar em células na fase estaciona-
ria, mas normalmente a uma taxa muito reduzida. Algumas
células podem até mesmo se dividir durante a fase estacio-
naria, porém nao hd aumento liquido no numero de células.
Isso ocorre porque algumas células da populacio crescem, ao
passo que outras morrem; os dois processos equilibram-se um
ao outro (crescimento criptico). No entanto, cedo ou tarde a

dispersao de luz por uma cultura liquida, aumenta de acordo com o aumento
do nimero de células.

populacado entrara na fase de morte do ciclo de crescimento
celular, que, assim como a fase exponencial, ocorre como uma
funcao exponencial (Figura 5.11). Todavia, normalmente a
taxa de morte celular é muito mais lenta do que a taxa de cres-
cimento exponencial, e células vidveis podem permanecer em
uma cultura por meses ou até mesmo anos.

As fases do crescimento bacteriano, apresentadas na
Figura 5.11, refletem eventos que ocorrem em uma populagdo
de células, e nao em células individuais. Assim, os termos fase
lag, fase exponencial e assim por diante nao se aplicam a célu-
las individuais, mas somente a populacdes de células. O cresci-
mento de uma célula individual é um pré-requisito necessario
ao crescimento da populacdo. No entanto, o crescimento da
populacdo é mais relevante para a ecologia de microrganis-
mos, uma vez que as atividades microbianas mensuraveis re-
querem populagdes microbianas, e nio somente uma célula
microbiana individual.



