
Nutrição	Bacteriana	-	
Meios	de	Cultura	

Cris5ane	Guzzo	
Departamento	de	Microbiologia	-	ICBII-USP	

BMM0271	–	Microbiologia	Básica	para	Odontologia	-	Noturno	
	

BMM0160	–		Farmácia	Diurno	
	
		
	
São	Paulo,	10	de	Setembro	de	2018	



Crescimento 

Alimentação  Nutrientes  

 Químicos  

Orgânicos e 
Inorgânicos 

Elementos Químicos 

Fatores Físicos  

Temperatura  

 Oxigenação 

Consistência do meio 
– Sólido ou líquido 

          ….. 

?	
Metabolismo 

Quais	são	os	fatores	que	afetam	o	crescimento	mirobiano?	



Macronutrientes – compostos químicos muito usado 
Micronutrientes – compostos químicos pouco usado 

–  Principais elementos são C, O, H, N, P, S. No entanto, + 50 elementos são 
metabolizados pelas células 

Fatores de crescimento 

Compostos orgânicos necessários para alguns organismos.    Ex: 

vitaminas (comumente requerido – usadas como coenzimas), aa, 

purinas, pirimidinas. 
Necessitam de pequenas quantidades 

	

Macro	ou	Micronutrientes	essenciais	



Exemplos	de	micronutrientes	
•  	Chamados	de	elementos	traços	
•  	Geralmente	são	componentes	de	enzimas.	



Captação	do	Ferro	por	Quelantes	

•  Condições anóxicas está na forma Fe+2 

•  Condições óxicas está na forma de Fe+3,  
insolúvel e se depositam em minerais 
•  Captação do Ferro – via Quelantes 

(Sideróforos)– internaliza o ferro extracelular 
•  Compostos derivados do ácido Hidroxamato 
•  Sideróforos fenólicos, chamados de 

enterobactina férrica 
•  Aquaquelina (grupos peptídicos) – cauda 

hidrofóbica que auxília a internalização do 
ferro.  
•  Alta afinidade e consegue captar ferro na 

concentração de 10-12g/mL.  
•  Encontrado em bactérias marinhas, que 

tem que pegar ferro do mar  

Grupo	Hidroxamato	



Diversidade	Metabólica	
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Chemolithotrophs
Many prokaryotes can tap the energy available from the oxida-
tion of inorganic compounds. This form of metabolism is called
chemolithotrophy and was discovered by the Russian microbiolo-
gist Winogradsky ( Section 1.9). Organisms that carry out
chemolithotrophic reactions are called chemolithotrophs
(Figure 2.18). Chemolithotrophy occurs only in prokaryotes and
is widely distributed among species of Bacteria and Archaea.
Several inorganic compounds can be oxidized; for example, H2,
H2S (hydrogen sulfide), NH3 (ammonia), and Fe21 (ferrous iron).
Typically, a related group of chemolithotrophs specializes in the
oxidation of a related group of inorganic compounds, and thus
we have the “sulfur” bacteria, the “iron” bacteria, and so on.

The capacity to conserve energy from the oxidation of inor-
ganic chemicals is a good metabolic strategy because competi-
tion from chemoorganotrophs, organisms that require organic
energy sources, is not an issue. In addition, many of the inorganic
compounds oxidized by chemolithotrophs, for example H2 and
H2S, are actually the waste products of chemoorganotrophs.
Thus, chemolithotrophs have evolved strategies for exploiting
resources that chemoorganotrophs are unable to use, so it is
common for species of these two physiological groups to live in
close association with one another.

Phototrophs
Phototrophic microorganisms contain pigments that allow
them to convert light energy into chemical energy, and thus
their cells appear colored (Figure 2.2). Unlike chemotrophic
organisms, then, phototrophs do not require chemicals as a

source of energy. This is a significant metabolic advantage
because competition with chemotrophic organisms for energy
sources is not an issue and sunlight is available in many micro-
bial habitats on Earth.

Two major forms of phototrophy are known in prokaryotes. In
one form, called oxygenic photosynthesis, oxygen (O2) is pro-
duced. Among microorganisms, oxygenic photosynthesis is char-
acteristic of cyanobacteria and algae. The other form, anoxygenic
photosynthesis, occurs in the purple and green bacteria and the
heliobacteria, and does not yield O2. However, both oxygenic and
anoxygenic phototrophs have great similarities in their mecha-
nism of ATP synthesis, a result of the fact that oxygenic photo-
synthesis evolved from the simpler anoxygenic form, and we
return to this topic in Chapter 13.

Heterotrophs and Autotrophs
All cells require carbon in large amounts and can be considered
either heterotrophs, which require organic compounds as their
carbon source, or autotrophs, which use carbon dioxide (CO2)
as their carbon source. Chemoorganotrophs are by definition
heterotrophs. By contrast, most chemolithotrophs and pho-
totrophs are autotrophs. Autotrophs are sometimes called
primary producers because they synthesize new organic matter
from CO2 for both their own benefit and that of chemoor-
ganotrophs. The latter either feed directly on the cells of primary
producers or live off products they excrete. Virtually all organic
matter on Earth has been synthesized by primary producers, in
particular, the phototrophs.

Habitats and Extreme Environments
Microorganisms are present everywhere on Earth that will sup-
port life. These include habitats we are all familiar with—soil,
water, animals, and plants—as well as virtually any structures
made by humans. Indeed, sterility (the absence of life forms) in a
natural sample is extremely rare.

Some microbial habitats are ones in which humans could not
survive, being too hot or too cold, too acidic or too caustic, or too
salty. Although such environments would pose challenges to any
life forms, they are often teeming with microorganisms. Orga-
nisms inhabiting such extreme environments are called
extremophiles, a remarkable group of microorganisms that col-
lectively define the physiochemical limits to life (Table 2.1).

Extremophiles abound in such harsh environments as vol-
canic hot springs; on or in the ice covering lakes, glaciers, or the
polar seas; in extremely salty bodies of water; in soils and waters
having a pH as low as 0 or as high as 12; and in the deep sea,
where hydrostatic pressure can exceed 1000 times atmospheric.
Interestingly, these prokaryotes do not just tolerate their partic-
ular environmental extreme, they actually require it in order to
grow. That is why they are called extremophiles (the suffix -phile
means “loving”). Table 2.1 summarizes the current “record hold-
ers” among extremophiles and lists the terms used to describe
each class and the types of habitats in which they reside. We will
revisit many of these organisms in later chapters and examine
the special properties that allow for their growth in extreme
environments.

Phototrophy

(light)

PhototrophsChemolithotrophsChemoorganotrophs

Inorganic
chemicals

Organic
chemicals

ATP ATP

(H2 
+ O2 

 
H2O)(glucose + O2 CO2 + H2O)

(glucose, acetate, etc.) (H2, H2S, Fe2+, NH4
+, etc.)

Chemotrophy

Chemicals

Energy Sources

Light

ATP

Figure 2.18 Metabolic options for conserving energy. The organic
and inorganic chemicals listed here are just a few of the chemicals used
by one organism or another. Chemotrophic organisms oxidize organic or
inorganic chemicals, which yields ATP. Phototrophic organisms use solar
energy to form ATP.

Fonte	de	energia	

Fonte	de	carbono	

Autotróficos:	CO2	
	
Heterotróficos:	compostos	
orgânicos	

	
Capacidade Biossintética: 
q u a n t o o o r g a n i s m o c o n s e g u e 
sintetizar fatores importantes para o 
seu crescimento 



Meio	de	Cultura	
 
Meio de Cultura 

Condições nutricionais para o crescimento de um microrganismo 

Meio Definido                   Meio Complexo 
 
 
 
 

Adição precisa de compostos orgânicos 

e inorgânicos  

Composição química exata 

 

Não se sabe a composição exata do meio de cultura. 

Exemplos: 

•  Caseína – proteína do leite 

•  Extrato de levedura (células de levedura) 

•  Extrato de carne, soja 

Fontes altamente nutricionais 

Real composição é desconhecida 



Meio	Sele5vo	ou	Diferenciais	
•  Meio	Sele1vo	

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

•  Meio	Diferenciado	
Adiciona	um	indicador	(corante,	por	exemplo),	diferenciar	reações	

químicas	que	ocorrem	durante	o	crescimento	.	
Dis5nção	de	espécies	de	bactérias	

	
Meio	Diferencial	para	verificar	Fermentação	de	açúcares	

Formação de ácido – mudança de cor 

Tubos invertidos 
Se tem formação de gás fica preso 

Ácido										Ácido	e	gás								Cont.	-											Não	inoculado			



Preparar	um	Meio	de	Cultura	

•  Para	o	cul5vo	é	necessário	saber	suas	necessidades	nutricionais	

•  Alguns	casos	é	necessário	a	adição	de	soro,	sangue		(N.	gonorrhoeae)	e	
etc..		

•  Mime5zar	o	meio	natural	de	crescimento	do	organismo	



Cul5vo	de	Microrganismos	em	
Laboratório	

•  Meio	devidamente	preparado	e	estéril		(autoclave,		fluxo)	
•  Três	5pos	de	meio	de	cultura	

Líquido																								Sólido																								Semisólido	
0%	Ágar																					1.5%	Ágar														>0	e	<1.5%	Ágar	



Diferentes	Meios	de	Cutura	usado	em	laboratório	

Ágar	MacConkey	

Lactose	–	Diferencia	Lac+	(ácido	pH	cai)	
Sele5vo	para	Gram	Nega5vo		
(sais	biliares	inibem	G+)	

Lac+	 Lac-	

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

Ágar	Staphylococcus	110	
Stone	Gela5n	Ágar	

Isolar	e	diferenciar	Staphy.	
Alta	concentração	sal	-	7.5%	
Manitose+	
Formação	de	pigmento	
A5vidade	Gela5nase	

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

Ágar	Triptona	Soja	(TSA)	
	

Não	é	um	meio	Inibitório	
Cresce	mic.	fas5diosos	
	



Efeito	do	Oxigênio		

Ar tem 21% O2 

Microaerófilos 
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Intestino grosso 

Trato respiratório superior 

Sedimentos de lagos 
anóxidos 

Encontrada em 3 grupos: 
1- Procariotos 
bactérias anaeróbias – Clostridium 
Archaea 
2- Fungos 
3- Protozoários 



Efeito	da	Temperatura	
•  Temperaturas Cardeais 
Características para todos os microrganismos 

–  Mínima 
•  Gelificação da membrana, quando 

a membrana para funcionar, como 
no transporte de nutrientes a 
bactéria para de crescer. 

•  Não tem força próton motiva 
–  Ótima 

•  Condição em que todos os 
componentes estão na sua 
atividade máxima 

–  Máxima 
•  Faixa normal de variação de 

temperatura é 25-40 °C  
•  Não conseguem crescer em todas 

as faixas 

Processo geralmente  irreversível 
Exemplo febre 

Faixa	caracterís5ca	de	cada	organismo	



Efeito	da	Temperatura	

•  4 Classes térmicas dos Microrganismos com base na temperatura ótima 
de crescimento 

Ambientes	 terrestres,	
aquá5cos,	 animais	 de	
sangue	quente	

Fontes	 termais,	 fendas	
hidrotermais	 no	 fundo	
do	mar	

8,	39	e	48	°C	



Microrganismos	Psicrófilos	
•  Organismos extremófilos  

     – vivem em condições extremas, muito 
frio ou muito quente  

•  São encont rados em ambien tes 

constantemente frios - termosensíveis 

•  Grande parte da superfície da Terra é fria 

•  Encontra em sulcos de água dentro do 

gelo (-12°C). 

•  Ambientes frios na Terra 
–  Ártico 
–  Antártida 
–  No fundo do mar (1-3 °C) 

       

     Essas algas formam massas densas no interior do gelo (sulcos 

de água líquida 

 

      

Algas	verdes	(eucariótos	fototróficos)	

California	
Algas	da	neve	

Chlamydomonas	nivalis	

Antár5da	

Alga		da	neve	que	esporula	
(				temp.)	e	fica	vermelha		

Em	geral	é	verde	



Microrganismos	Psicrotolerantes	

•  Organismo capazes de crescer a 0°C (lento), com temperatura ótima 

de 20-40°C. 

•  São mais abundantes que os psicrófilos, como as algas da neve.  

•  Várias bactérias, Archaea e eucariotos são psicrotolerantes. 

•  Encontrados solos, água de clima temperado, carne, leite, … 



Crescimento	
microbiano	em	altas	

Temperaturas	
•  Organismo	procariotos	com	temp.	

ó5ma		
				(termófilos)	>	45°C		
				(hipertermófilos)	>	80°C		
•  Vulcões	e	Fontes	termais	
				

Fontes	termais	
ferventes	
150-500°C	



Crescimento	
microbiano	em	altas	

Temperaturas	

•  Acima	de	65°C	só	Bacteria	
e	Archaea	

•  Archaea	 são	 os	 mais	
termófilos	

	



Efeito	do	pH	
•  Faixa	de	pH	varia	de	2-3	unidades	
•  pH	ó5mo	
•  Maioria	crescem	em	pH	4-9	(maioria	

dos	ambientes)	
•  Poucos	em	pH<3	e	>9	
•  Acidoulicos	

–  Maior	quan5dade	de	fungos	(pH	5	ou	
menos,	como	pH2)	

–  Estabilidade	da	membrana	é	
dependente	de	altas	[]	de	H+	

–  Obrigatórios,	não	crescem	em	pH	
neutro	
•  Acidithiobacillus		
•  Vários	gêneros	de	Archaea	

– Picrophilus	oshimae	-	pH	
ó@mo	0.7	e	em	pH	4	lise	
celular.	

– pH	intracelular	4.5	
– Habita	solos	quentes,	ácidos	

com	a@vidade	vulcânica	
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Efeito	do	pH	
•  Alcalifílicos 

– pH ótimo >8 
– pH intracelular mais elevado 

encontrado foi de 9.5 
– DNA  é instável em condições 

ácidas e o RNA em básicas 
– Encontrados 

•  Lagos e solos ricos em 
carbonato de sódio 

– Exemplos 
•  Bacillus firmus cresce na 

faixa de pH 7.5-11 
•  Crescimento em laboratório se 

usa tampões 
–  Evita que o pH mude 

 
 



Efeito	Osmó5co	
•  Osmose- Migração de moléculas de água de um ambiente menos 

concentrado (hipotônico) para um ambiente mais concentrado 
(hipertônico)– até chegar em um equilíbrio (isotônico) 

H2O	H2O	

Equilíbrio aquoso + Pode causar morte 
celular-desidratação 



Efeito	Osmó5co	
•  Halófilos discretos (1-6% NaCl) 

– Mar tem 3% sal 
•  Halófilos moderados (7-15% NaCl) 
•  Halófilos extremos  

–  são um problema na industria 
alimentícia 

–   que usa alta concentração de saise 
de áçures (osmófilos) como 
conservantes 

•  Não halófilos crescem em 
ambientes com pouco sal. 

 
•  Xerófilos – crescem em ambientes 

com pouca quantidade de água.  
–  As células acumulam ou sintetizam 

solutos compatíveis para manter o 
equ. aquaso + 



Baixa	Quan5dade	de	Água	
•  Capacidade genética de 

produzir ou acumular 
solutos compatíveis 

•  Aumenta a concentração do 
soluto interno 

•  Soluto Compatível: não inibe 
processos químicos 
intracelulares 



Fatores	que	afetam	o	Crescimento	
microbiano	

•  Estado Químico e Físico do Ambiente 
–  Temperatura 
–   pH 
–   Quantidade de água 
–   Oxigênio 
–   Outros fatores 

•  Pressão 
•  Radiação 



Bactérias	não	cul1váveis	e	
Metagenômica	

•  Apenas 1% das bactérias existentes no ambiente são 
cultiváveis 

•  Metagênomica   

–  Identificação de microrganismos não cultiváveis  

–  Genes com algum interesse específico presentes em diferentes 

amostras ambientais.  



Obtenção	de	culturas	puras	por	semeadura	por		
esgotamento	

•  Obtenção	de	amostras	puras	(contém	apenas	um	5po	de	microrganismo).	
•  Verificar	a	pureza	da	amostra	
•  Método	de	assepsia	(impedir	contaminações)	 • 	Avaliar	a	pureza	da	amostra	

• 	A	quan5dade	de	diferentes	
microorganismo	
• 	Obtém	colônias	Isoladas	

Várias	células	
proveniente	de	uma	
única	célula	(bilhões	
de	células)	



Crescimento	Bacteriano	e	
Duplicação	Celular	

•  O	processo	de	divisão	celular	envolve	um	conjunto	de	proteínas	conhecidas	
como	 Fts	 (Filamentous	 temperature	 Sensi@ve)	 (Todos	 os	 Procaríotos	 e	
Archae,	organelas	-	mitocondrias	e	cloroplastos).	

			Tempo	de	
geração	

	
F a t o r e s	
gené5cos		
F a t o r e s	
Nutricionais	



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

	
	
		



Ciclo	de	crescimento	microbiano	
Populacional	

•  Curva de crescimento de uma cultura em batelada (cultura em um 
sistema fechado) – estes conceitos de fase só se aplicam a 
populações de células e não a células individuais 

Quan1dade	de	células	capazes	de	se	reproduzir	



Fase	lag	–	Fase	de	adaptação	

•  Tempo pode ser curto ou longo depende: 

– Da origem do inóculo (as células tem “memória”) 

– As condições do meio de cultura atual 

– Exemplo: 

•  Inóculo na fase exponencial não tem fase lag 

•  Inóculo na fase estacionária tem fase lag  



Fase	exponencial	e	estacionária			
•  Fase	exponencial	

–  Condições	mais	saudáveis	
–  Neste	estágio	que	se	faz	ensaios	enzimá5cos,	expressão	gênica	e	etc.	
	

•  Fase	estacionária	
–  Taxa	de	crescimento	é	zero	
–  Limitações	dos	nutrientes	
–  Acumulo	de	produtos	excretados	pelos	microrganismos	–	inibe	o	crescimento	
–  Pode	ocorrer	divisão	celular	quando	uma	célula	morre		-	Crescimento	críp1co	
– Metabolismo	e	processos	biossinté5cos	podem	estar	a5vos	

•  Fase	de	Morte	
– Morte	celular	
–  Lise	celular	
–  	Segue	uma	curva	exponencial	mais	lenta	que	a	de	crescimento	



Cálculo	da	taxa	de	Crescimento	
Bacteriano	na	Fase	Exponencial	



Crescimento	Microbiano	

•  Qual	o	problema	de	comer	comida	no	self	service?	
•  Pq	a	comida	man5da	fora	do	refrigerador	estraga	mais	rápido?	

Cada	30	min.	tem	mais	1	célula	 Cada	30	min.	tem	mais	2048	célula	



tempo	 Número	de	Células	
0	 100	
1	 200	
2	 400	
3	 800	
4	 1600	
5	 3200	
6	 6400	
7	 12800	
8	 25600	

G	=	1H 

y	=	100.	2x	
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G2	=	30min  G2 = G1/2 

Tempo	numero	de	Células	 rápido	
0	 100	 100	
1	 200	 400	
2	 400	 1600	
3	 800	 6400	
4	 1600	 25600	
5	 3200	 51200	

y	=	100.2x	
R²	=	1	
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0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	

Y=100.22x	

Tempo	horas	

Cé
lu
la
s	



Formas	de	medir	o	crescimento	
microbiano	

•  Contagem de Células  
–   Microscópicas, utilizando câmera de petroff-Hausser 
 
–   Células Viáveis  

•  Turbidez – D.O. 



Câmera	de	Contagem	de	Petroff-Hausser	
•  Contagem usando células secas coradas em lâminas  
 
•  Contagem de células em meio líquido utilizando câmera de contagem 

de Petroff-Hausser e microscópio 
–  Não consegue distinguir células vivas das mortas 
–  Células pequenas são difíceis de ver no microscópio 
–  Usar amostras concentradas 
–  Impurezas podem ser confundidos como células 
–  Pouco precisa ….. 

1mm3	=	103	cm3	



Métodos	de	contagem	de	células	viáveis/	
ou	Contagem	em	Placa	

•  Contagem de células viáveis (contagem em placa) conta o número de 
células capazes de se dividir. 
 1 - Semeadura por espalhamento – colônias 

       2 - Semeadura em profundidade – colônias na superfície e subsuperfície. Pode usar maior 
quantidade de células 
–  Número de colônias α n. células. Cada colônia veio de uma única célula -  UFC. 



Diluição	antes	do	Plaqueamento	
•  Placas confiáveis tem entre 30-300 

colônias 
•  Se tem muitas colônias, algumas 

n ã o  c r e s c e m ,  p o d e  t e r 
sobreposição de colônias 

•  Poucas colônias, não é confiável 
estatisticamente 

•  Importante fazer replicas para 
diminuir erros nas medidas 

•  Contagem é feita “unidade 
formadora de colônia - UFC” 

•  Método bastante usado 
–  Analisar contaminações 
–  Sensível 
– Medir a quantidade de células de 

u m o r g a n i s m o e s p e c í f i c o 
proveniente de uma amostra mista 
– selecionando o meio de cultura 
na placa de petri 



D.O	–	medida	de	turbidez	

•  Tomar cuidado com: 

–  Caminho ótico 

–  Comprimento de onda 

• 480nm 

• 540nm 

• 600nm - OD600 of 1.0 = 8 x 108 cells/

mL 

• 660nm 



Medida	da	quan5dade	de	células	por	
D.O	

•  Problema:	
– Agregados	celulares	
–  Biofilme	
Evitar	problemas:	amostras	
devem	crescer	sob	
agitação	

D.O é  subestimada em quantidade de células 
elevadas 
 
Muitas células – a luz dispersa por uma célula pode 
ser dispersada por outra, dando a impressão de que 
não teve dispersão 

Exemplo da curva de 
crescimento de dois organismo 



Metabólitos	Primário	e	Secundário	

Crescimento Primário 
Metabólico constantemente sintetizado 

Levedura	 •  Geralmente não são produzidos em 

grandes quantidades 

•  Faz parte do metabolismo  



Metabólito	Secundário	
Crescimento Secundário 

Metabólico sintetizado próximo ao final 
da fase exponencial-fase estacionária 

Penicillum chrysogenum 



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	o	g=20	minutos?	

•  Podemos	 crescer	 em	 laboratório	 qualquer	
microrganismo,	jus5fique	sua	resposta.	

•  Um	 ambiente	 com	 baixa	 concentração	 de	
oxigênio,	pH	ácido,	altas	temperaturas,	3%	de	sal	
são	 classificados	 de	 que	 forma,	 e	 qual	 domínio	
você	acha	que	ele	pertence?	


