Fisiologia bacteriana: ;| -

metabolismo, nutricao .. h
crescimento

LUIZIANA FERREIRA DA SILVA
LABORATORIO DE BIOPRODUTOS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
ICB-USP

d

Aeration

Aeration Feed

Sao Paulo, 2020




Diversidade bioenergetica e tipos de metabolismo
Nutricao microbiana e Meios de cultura
Efeitos de fatores ambientais no crescimento

Crescimento bacteriano e multiplicacao celular

Diversidade metabolica




Diversidade Bioenergética

Micro-organismos tém uma diversidade grande de
estratégias bioenergéticas.

Conseguem usar diferentes compostos quimicos
para geracao de energia.

O compostos inorganicos
o compostos organicos e

o podem usar a Luz como fonte de energia.




Diversidade Bioenergética

O processo de oxidacao dos compostos organicos ou
inorganicos e a fotossintese geram elétrons que sao usados

para a geracao da forca proton motiva por intermédio da
ATPase.

Catabolismo — geracao de energia

Anabolismo — consumo de energia

Apesar das diferentes vias metabolicas, diferentes aceptores
de elétrons (e-), diferentes doadores de e-. O transporte de
e- e a forca proton motiva vinculam todos esses processos.




Catabolismo e Anabolismo

Catabolism Anabolism
Energy-yieldingmetabolism Biosynthetic metabolism

Energy sources Biopolymers (for example, proteins)

Biosynthetic intermediates
(for example, amino acids)

)

energy
Intracellular precursor pool

\

Metabolic products External nutrients




Fontes de Energia

 Sergei Winogradsky com
estudos de bactérias oxidantes de
enxofre e de fixacao de nitrogénio
propos a
« Oxidacao de compostos
inorganicos para obtencao
de energia
Winogradsky isolou a primeira
bactéria fixadora de nitrogénio
Clostridium pasteurianum

, obtencao de

carbono via CO,

/ Energy Sources \

Chemicals Light
Chemotrophy Phototrophy
Organic / \ Inorganic
chemicals chemicals

(glucose, acetate, etc.) (H,, HoS, Fe®*, NH,*, etc))

Chemoorganotrophs  Chemolithotrophs Phototrophs

(glucose + O,=>CO, + H,0) (Ho + Oo = H,0) (light)

! ! !

ATP ATP ATP




Diversidade Cataboélica

plétroms na respiracao

Chemotrophs
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Diversidade Cataboélica

Photoheterotrophy Photoautotrophy

Organic

compound
transport

Generat|on of pm
and reducmg power
Biosynthesis Biosynthesis
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(c) Phototrophy

Fotossintese oxigénica — Libera oxigénio como as cianobactérias
Fotossintese anoxigénica, processo simples encontrados em bactérias

parpuras e verdes, nao ha producao de O




Todos os organismos

e

I— Fonte de energia { I
Reagtes de oxidagio-redugdo -uz
Quimiotréficos ‘ Fototréficos

l—— Fonte de carbono —I ﬁ Fonte de carbono —I

Compostos orgdnicos CO45 Compaostos orgénicos Cbz
Qulmio-heterotréﬁcosl Quimiocautotréficas Foto-heterotroficos Fotoautotroficos
|Aceptor final de elétrons| Iiﬂ"um H,0 para reduzir CO,
O, Ex: Bactérias Bactérias Sim Nao
* nitrificantes vgrdes = * *
! ‘ varias Archaea néff g't'fl)#urf:sas
Todos os animais, Fotossintese Fotossintese
fungos, varics oxigénica annxigénirz
protozodrios e plantas, algas bactérias verdes
hactérias e cianobactérias e plrpuras
- sulfurosas
Compostos Compastos
organicos organicos
Varias Baclérias, Ex: Clostridium

algumas Archaea



Nutricao microbiana

Macronutrientes — compostos quimicos muito usados

Micronutrientes — compostos quimicos pouco usados

Principais elementos sao C, O, H, N, P, S. No entanto, + 50 elementos

sao metabolizados pelas células

Essential for all microorganisms

Essential cations and anions for most microorganisms
Trace metals, some essential for some microororganisms
Used for special functions

Unessential, but metabolized

Unessential, not metabolized
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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 34
DNA 3.1
RNA 20.5




Macronutrientes

C —gp- (C0O2 € cOmpostos or

H » H20 e coOmpostos Oorganicos compoem proteinas, acidos nucléicos e
peptideoglicano

O —)p H20 € 02

N —gp- NH3, NO3 € comp. org. FidSiyi CE s LR IOl R S S R S R (&

vitaminas e outros compostos celulares

S —p H2S, S04, comp. org. e 4+ aceptor final de elétrons da cadeia de transporte anaerobia.

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

vitaminas (biotina e tiamina)

estabilizacao de ribossomos, membranas e dcidos nucléicos e para o

| O S B\t >Mll {Un Cionamento de diferentes enzimas como aquelas envolvidas na
transferéncia de fosfato

Na =——p Na* microrganismos marinhos e certas archaea halb6filas . Organismos marinhos —
reflexo do habitat

Fe = Fe*3 comp.org.




Exemplos de micronutrientes

(2)

Table 4.1 Micronutrients (trace elements) needed by microorganisms®

Element

Cellular function or molecule of which a part

Boron (B)
Chromium (Cr)
Cobalt (Co)
Copper (Cu)
Iron (Fe)P

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 II)

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

Most hydrogenases; coenzyme Fa3p 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

ENot 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.




Fatores de Crescimento e Meio de Cultura

Alguns organismos necessitam também de alguns fatores de
crescimento, como vitaminas, aa, purinas, pirimidinas (

Meio de Cultura

©)
©)

Meio Definido Meio Complexo

Adicao precisa de compostos Nao se sabe a composicao
organicos e inorganicos exata do meio de cultura.
Composicao quimica exata Exemplos:
» Caseina — proteina do leite
« Extrato de levedura (células
de levedura)
Fontes altamente
nutricionais




Exemplos de meio de Cultura

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

Defined culture medium
for Escherichia coli

Defined culture medium for
Leuconostoc mesenteroides

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

Defined culture medium for
Thiobacillus thioparus

KgHPO.; 7 g
KHoPO4 2 g
(NHz)2S04 1 g
MgSO,0.1g
CaCl;0.02g
Glucose 4-10g

Trace elements (Fe, Co, Mn, Zn,

Cu, Ni, Mo) 2-10 pg each
Distilled water 1000 mi
pH7

@

KoHPO, 0.6 g

KHoPO4 069

NHsCl3 g

MgS0O,0.1g

Glucose 25

Sodium acetate 25 g

Amino acids (alanine, arginine,
asparagine, aspartate, cysteine,
glutamate, glutamine, glycine,
histidine, isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, proline,
serine, threonine, tryptophan, tyrosine,
valine) 100-200 pg of each

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

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

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

Distilled water 1000 mi

pH7

Glucose 15 g
Yeastextract 5 g
Peptone 5 g
KH,PO,2g

Distilled water 1000 ml
pH7

#The photos are tubes of (a) the defined medium describaed, and (b) the complex madium describad. Note how the complex medium
is colored from tha various organic extracts and digests that it contains. Photo credits: Cheryl L. Broadie and John Vercillo, Southern

lllinois University at Carbondale.

KH,PO, 0549

NH4CI05g

MgSO,0.1g

CaCl,005g

KCI05g

NazS:032 g

Trace elements (as in first column)
Distilled water 1000 ml

pH7

Carbon source: CO, from air




Meios de Cultura

Exigencias nutricionais extremamente diferentes

Para o cultivo € necessario saber os componentes
essenciais

Em alguns casos, é necessaria a adicao de soro,

sangue (Neisseria gonorrhoeae) e etc.. (Mimetiza
o meio natural de crescimento do organismo)




Cultivo de micro-organismos em Laboratorio

Meio devidamente preparado e estéril (autoclave, fluxo)

Trés tipo de meio de cultura

Liquido Solido Semisolido
0% agar 1.5% agar >0.6 e <1.5% agar




Obtencao de culturas puras por semeadura por

Obtencao de amostras puras

Meétodo de assepsia (impedir contaminacoes)

esgot@ento

» Avaliar a pureza da amostr
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Meio de Cultura s6lido

erratia marcescens
Agar MacConkeuy

Tomar cuidado em meio de L )i
cultura sélido em placas de Petri

« Efeito de borda

« Umidade

* Temperatura

* Inclinacao da placa

Figure 5-2b Brock Biology of Microorganisms 11/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

James A. Shapiro, University of Chicago

P. aeruginosa
Agar Trypticase-sojd

Figure 5-2c Brock Biology of Microorganisms 11/e
©2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

James A. Shapiro, Uni\;ersity of Ehicago




Crescimento bacteriano e Duplicacao Celular




Crescimento bacteriano e Duplicacao Celular

Duplicacao bacteriana a intervalos de tempo constantes
Barbosa, Torres, Gomez, 2018
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Ciclo de crescimento microbiano

Curva de crescimento de uma cultura em batelada (cultura em
recipiente fechado)

Growth phases

I—Lag—!-ExponenﬂaI-!— Stationary !
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o
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Turbidity /
(optical density)

Viable count

Log,q viable
organisms/ml
Optical density (OD)
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Curva de crescimento




Fases de crescimento

X
\

Fase lag

O

Fase exponencial
O
O

Fase estacionaria

Fase de Morte

©)
©)




Fase lag — Fase de adaptacao

Tempo pode ser curto ou longo depende:
e

O

Transferéncia de um meio para outro pode requerer a sintese de

diferentes enzimas e essa adaptacao pode demorar (transferéncia de
meio 2xTY para Mo).

®
In6culo na fase exponencial nao tem fase lag
Inoculo na fase estacionaria tem fase lag




Medida da quantidade de celulas por densidade
otica (DO)
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D.O é subestimada em quantidade de células
elevadas

Exemplo da curva de

crescimento de dois Muitas células — a luz dispersa por uma célula pode
organismos ser dispersa por outra, dando a impressao de que nao
houve dispersao



Curva de crescimento
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Crescimento de uma populacao bacteriana em curvas construidas a partir dos mesmos dados, em grafico
linear (A) e monologaritmico (B). A escala em (A) pode sugerir, erroneamente, tempo maior para a fase lage
menor para a fase exponencial




Calculo do Crescimento exponencial




Calculo do Crescimento exponencial

Depois de n geracoes, o niumero de células (x) sera
X=X,2"

Tomando-se a forma logaritmica da equacao (1)

log x= log x, + log 2"

log x=log x, + n log 2

log x=log x,+ 0,301 n

log x - log x,= 0,301 n

log x/x,= 0,301 n

n = (log x/x,)/0,301

Com (2) calcula-se o namero de geracoes n transcorridas para que a
populacao fosse de x,, para x, estabelecendo como t o tempo para que as n
geracoOes ocorram

g=1t/n

Calculo do tempo de geracao g




Crescimento

Aumento do n. de células

Tempo de geracao:

©)
©)

Crescimento exponencial de uma populacao microbiana

Number of cells
(arithmetic scale)

)

Total number

(h) of cells
0 1
0.5 2
1 -
1.5 8
2 16
2.5 32
3 64
3.5 128

Jilntimero de geracoes formadas ng
ervalo de tempo T

Population ‘8 telnpo de geracao
doublesin6 h

Total number

) of cells

4 256 (25) -

45 512 (29 £

5 1,024 (219) 2 oo

55 2,048 (211) t-6h

6 4,006 (23 n=1

- - g :# =6h
10 1,048,576 (219)

Logarithmic
plot

Arithmetic
plot

o
3
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(logarithmic scale)
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anto maior a inclinacao menor (
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doubles in
2h

Maior velocidade = menor g

- -

J
L

Menor velocidade de
crescimento = maior g

1 2

(b)

3 4 5
Time (h)



Fase final do crescimento logaritmico

Qual o problema de comer comida no self service — em que horario
voceé preferiria almocar, segundo a tabela abaixo?.

Pq a comida mantida fora do refrigerador estraga mais rapido?

Total number Total number
of cells of cells

1 256 (25
. 512 (2%

1,024 (219

2,048 (211)

4,096 (29

1,048,576 (219)

Nos proximos 30 min havera

) > Nos proximos 30 min havera
mais 1 célula

mais 2048 células




Fatores que afetam o crescimento microbiano

Estado Quimico e Fisico do Ambiente
O

Pressao

Radiacao




Efeito da Temperatura

Processo geralmente irreversivel

Temperatura

©)

Gelificacao da membrana, quando a
membrana para funcionar, como no
transporte de nutrientes a bactéria para de

crescer.

Condicao em que todos os componentes
estdo na sua atividade maxima

O

Faixa normal de variacao de

temperatura no planeta € 15-40
°C — nio conseguem crescer em

todas as faixas

Growth rate

Exemplo febre

Enzymatic reaction$ occurring
at maximal possible rate

> ptimum

Enzymatic reactions occurring
at increasingly rapid rates

Minimum

A

Maximum \

N\,

\

Temperature /

Membrane gelling; transport
processes so slow that growth
cannot occur

Protein denaturation; collapse
of the cytoplasmic membrane;
thermal lysis




Efeito da Temperatura

Classes térmicas dos organismos

Example:
. Geobacillus stearothermophilus Example: ample: i
Mesophlle Thermococcus celer Pyrolobus fumarii

ample: 60"
Escherichia coli

Growth rate

Psychrophile
xample:

Polaromonas vacuolata

50 60

Temperature (°C)



Micro-organismos Psicrofilos

Organismos extremofilos —
vivem em condicoes extremas,
muito frio ou muito quente

Sao encontrados em ambientes
constantemente frios

Encontra em sulcos de agua
dentro do gelo (-12°C). Algas da neve

Ambientes frios na Terra

Essas algas formam massas
densas no interior do gelo

Possuem varios pigmentosjg
carotenoides (coloracao verde,
marrom, laranja)

Alga verde que esporula
temp.) e fica vermelha

John Gasink and Jamns T, Stab y

John Gasink and James T. Staley




Micro-organismos Psicrofilos

Como eles sao tolerantes a baixas temperaturas?
O

O

Psychroflexus tem 4 a 5 lig. duplas — aci. graxos sao mais flexiveis
que ac. graxos saturados

maior n. de aa polares

Menor n. aa hidrofobicos

Menor quantidade de interacoes fracas
Menos interacoes inter-dominios




Micro-organismos Psicrotolerantes

Organismos capazes de crescer a 0°C (lento), com
temperatura 6tima de 20-40°C.

Sao mais abundantes que os psicroéfilos

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




Crescimento microbiano em altas Temperaturas

Organismo procariotos com
temp. 6tima > 45°C
(termdfilos) > 80°C
(hipertermdfilos)

Vulcoes
Fontes termais

Fiqure 5.22 Growth of hyperthermophiles in boiling water.

tes termais

Ta 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




Caracteristicas dos Termofilos

Proteinas termoestaveis

Pouca diferenca na seq. de aa

Membrana rica em acidos graxos saturados p.i € mais alto (mais
contato com as cadeias saturadas)

O
Mudancas pontuais chaves na sequencia de aa que aumenta sua estabilidade
Aumento de compostos como diglicerol fosfato, manosilglicerato e outros que podem aumentar a
estabilidade da proteina

Exemplo de aplicabilidade biotecnologica € a T. aquaticus (Taq
polimerase) no PCR




Efeito do pH

Faixa de pH que crescem que pH Example Moles per liter of:

. - H* OH"
variam de 2-3 unidades o . 1o
pH otimo 1 \écggtarpci%a%'g, waters 4o 10712
Maioria crescem em pH 4-9 2 ef;?'&?ﬂi’rﬁ?ﬁramage 102 1012

inegar 3 11
3 » Rhubarb 10 10
Poucos em pH<3 e >9 Peaches
bilidade d b ; 4 ¢cid soil 10% 10710
omatoes
Estabilidade da membrana é o M Tomatoes 05 109
dependente de altas [] de H* o Il Csbbinge 08 10

Corn, salmon, shrimp

ACidOfiliCOS Neutrality Pure water ™—) 10‘7 10-7
8

O [ Seawater 10% 10°®
g .. Very alkaline 102 105
natural soil

10 .. Alkaline lakes 10710 107
alkalinity Soap solutions » _3

8 T AT . 11 » Household ammonia 10° 10
Acidithiobacillus Extremely alkaline . .

Véarios géneros de Archaea 12 g soda lakes 107 10

Lime (saturated solution)
107 107!

13I
14 1074 1




Efeito do pH

Alcalifilicos

Lagos e solos ricos em
carbonato de sodio

Bacillus firmus cresce na

faixa de pH 7.5-11
Crescimento em laboratorio se
usa tampoes

O

)

Table 5.2 Relationships of microorganisms to pH

Appoximate
Physiological class pH optimum
(optima range) for growth Example organism?®
Neutrophile (pH >5.5
and <8) 7 Escherichia coli

Acidophile (pH <5.5) 5 Rhodopila globiformis

3 Acidithiobacillus ferrooxidans

1 Picrophilus oshimae
Alkaliphile (pH =8) 8 Chlorofiexus aurantiacus

9 Bacillus firmus

10 Natronobacterium gregoryi

# Picrophilus and Natronobacterium are Archaea; all others are Bacteria.



Efeito Osmotico

Osmose- Migracao de moléculas de agua de um ambiente menos
concentrado (hipoténico) para um ambiente mais concentrado
(hipertonico)— até chegar em um equilibrio (isot6nico)

Equilibrio aquoso + Pode causar morte

celular-desidratacao

HO H,O

P




Efeito Osmotico

Halo6filos discretos (1-6% NaCl)

Halofilos moderados (7-15% NaCl) OOk %

A4 o~ Staphyi Aliivibrio fischeri Example:
Halofilos extremos sao um e B et
problema na indastria alimenticia i
que usa alta concentracao de sais e
de acucares (osmofilos) como 2
conservantes =

o

Xerofilos — crescem em ambientes |
com pouca quantidade de agua.
o Nonhalophile

Example:

Escherichia

~ s (o coli
Nao halo6filos crescem em \
0 5 10 15 20

ambientes com pouco sal.

NaCl (%)




Efeito do Oxigenio

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 Not required, but growth Aerobic respiration, anaerobic Eschernichia coli (B)

better with O5 respiration, fermentation

Required but at levels lower Aerobic respiration Spirillum volutans (B) Lake water

than atmospheric
Anaerobes
Aerotolerant Not required, and growth no Fermentation Streptococcus pyogenes (B)

better when O, present
Obligate Harmful or lethal Fermentation or anaerobic Methanobacterium formicicum (A)

respiration

Encontrada em 3 grupos:
1- Procariotos
bactérias anaerobias — Clostridium

Archaea

2- Fungos
3- Protozoarios




Efeito do Oxigénio no crescimento no laboratorio

Aerobios
O
O

Anaerobios
O

; ;.j ;| Oxic zone

O, consegue penetrar apenas na L. 8 2.'%| | Anoxic zone
superficie, o resto do meio é sem O, i i 3
por causa do tioglicolato

Aerobes

Obligate

Facultative

Microaerophilic

Anaerobes

Aerotolerant

Obligate




Metabolitos Primario e Secundario

Crescimento Primario
Metabolico constantemente sintetizado

Geralmente nao sao produzidos em grandes

quantidades

Alcohol SR ed [az parte do metabolismo
concentration or

cell number




Metabolito Secundario

Crescimento Secundario
Metabolico sintetizado proximo ao final da
fase exponencial-fase estacionaria reproducio

Nao sao essenciais ao crescimento nem a

Depende das condicoes do meio de cultura
Grupo de compostos relacionados

Ex. Streptomyces pode produzir 30
Penicillin
or sugar antibioticos diferentes relacionados
concentration or
cell number Superproducao

Geralmente sao produzidos durante a

esporulacao
Penicillin

Ex. Antibi6ticos sao produzidos por fungos e

bactérias formadoras de esporo (bactérias do

grupo actinomicetos)



Busca por novos antibioticos

Spread a soil

dilution on a plate Semear uma populacao de organismos
of selective .
desconhecidos

medium

Sterile glass
spreader

Incubate

Colonies of Deixa crescer células isoladas
Streptomyces
species

Overlay with an , . .
@ indicator organism Semear bactérias testes (conjunto de
i bactérias relacionadas a patogenos em

Nonproducing
organisms

que o antibiotico pode ser utilizado)

Zones of
growth
inhibition

Producing
organisms

Analisar halos onde nao ha
crescimento de bactérias testes
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Bioprodutos microbianos

REPORTAGENS

Saccharomyces cerevisiae Zymomonas mobilis
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Biodiversidade brasileira é fonte de microorganismos
produtores de plasticos e elastomeros biodegradaveis
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Beverages Liquid fuel

1do npo poh -3-hidroxibutirato (PSI{B) no
izadas por Rita de Cissia Paro
ia, DQ, IPT)

HOW DID THEY MAKE INSULIN FROM RECOMBINANT DNA?

fermentation recombinant insulin

tank bacterium harvested
produce
insulin

Acima, a bactéria Ralstonia eutropha,
que transforma aglicar em polimero.
Ao lado, utensilios fabricados com bioplastico



