Fisiologia bacteriana: [
crescimento e nutricao

ICB - USP

d

Aeration
Cc

Aeration Feed

T
<
x
g
g
g
=
=
2
5
o
|
3

Spe

LUIZIANA FERREIRA DA SILVA Departamento de Microbiologia ICB-USP
Sao Paulo, Agosto de 2024



Topicos
Tipos de metabolismo
Divisao celular
Curva de crescimento
Nutricao microbiana e Meios de cultura
Efeitos de fatores ambientais no crescimento
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Diversidade Bioenergetica

* Micro-organismos tém uma diversidade grande de estratégias

bioenergeéticas.

* Conseguem usar diferentes compostos quimicos para geragao

de energia.
— compostos inorganicos
— compostos organicos e

— podem usar a Luz como fonte de energia.



Catabolismo e Anabolismo

Catabolism Anabolism
Energy-yvieldingmetabolism Biosynthetic metabolism

Energy sources Biopolymers (for example, proteins)

Biosynthetic intermediates
(for example, amino acids)

energy

Intracellular precursor pool

Metabolic products External nutrients




Bacterias

usam diversas / Energy Sources \
fonteS de Chemicals Light
energia

Chemotrophy Phototrophy

Organic / \ Inorganic

chemicals chemicals
(glucose, acetate, etc.) (H,, H,S, Fe®*, NH,", etc.)

v

Chemoorganotrophs  Chemolithotrophs Phototrophs
(glucose + O,=—> CO» + H,0) (Ho + O = H,0) (light)

! ! !

ATP ATP ATP




Diversidade Catabolica

Fermentatlon . Carbon flow
Organic compound S |
Carbon flow in
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Ha, H,S, Fe?*, NH,*

Electron transport/ — ATP
generation of pmf s NAD (P)H

Biosynthesis

acceptors

Anaerobic respiration
(b) Chemolithotrophy  Utilizagdo de compostos inorganicos como doadores de e

autotroficos
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Diversidade Catabolica

Utilizacao da luz como fonte de energia

Photoheterotrophy Photoautotrophy

Organic

compound
transport

1 ‘\-st

Phototrophs

Generation of pm
and reducmg power
Biosynthesis Biosynthesis

ATP NAD(P)H

(c) Phototrophy

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

verdes, nao ha produgao de O 7



Classificacao dos seres vivos, de acordo com a utilizagao das fontes de
energia e carbono

Todos 0s organismos

| ENERGIA

Fonte de energia
r ] |

Reagoes de oxidagdo-redugdo -uz

¥

Quimiotréficos ‘ Fototréficos

CARBONO
I—- Fonte de carbono —I I—-I Fonte de carbano I—I

Compostos organicos CO, Compostos orgénicos CO,

¥

Qulmio-heterotréﬁcos’ Quimiocautotréficas Foto-heterotroficos Fotoautotrg’ficos

|Aceptor final de elétrons Lliu]lzam H,0 para reduzir CO,
0, Ex: Bactérias Ba:f"as Sim Nao
nitrificantes WESPE * +
4 L e _plrpuras
‘ x R nas sulfurosas s
Todos os animais, Fotossintese Fotossintese
fungos, varics oxigénica annxigénica
protozoarios e plantas, algas bactérias verdes

hactirias e cianobactérias @ purpuras
A TR sulfurosas

]

Compostos Compostos
organicos organicos

¥ \

Varias BdCléﬁQS, EX aos‘ﬂdlum
algumas Archaea :




Nutricao microbiana

 Macronutrientes — compostos quimicos usados em grande quantidade
* Micronutrientes — compostos quimicos usados em menor quantidade

» Principais elementos s&o C, H, O, N, P, S. No entanto, + 50 elementos

sao metabolizados pelas células



Nutricao microbiana

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

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
leicos e fosfolipidios Lipopolysaccharide 3.4

: ', vitaminas (ex. coezimaA) DNA 3.1
¢ RNA 20.5




Macronutrientes

C —gp CO2 € cOMpOsStos or SANiICoS

H = H20 e cCompostos Oorganicos compdem proteinas, acidos nucléicos e
peptideoglicano

O —gp-  H20 € Oz
N s . |z CWB L (S EW-W LT s M =M componente de proteinas e acidos nucléicos, além de

vitaminas e outros compostos celulares

(S —gp  H2S, S04, cOmp. Org. SO4: aceptor final de elétrons da cadeia de transporte anaerdbia.

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

vitaminas (biotina e tiamina)

estabilizacao de ribossomos, membranas e acidos nucléicos e para o funcionamento

| O s ol ¢ >3l de diferentes enzimas como aquelas envolvidas na transferéncia de fosfato

Na SREETPEY MiCrorganismos marinhos e certas archaea haldfilas . Organismos marinhos — reflexo do
habitat

Fe =P Fe*3 comp.org.
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Exemplos de micronutrientes

Table 4.1 Micronutrients (trace elements) needed by microorganisms®

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 Bp; transcarboxylase (only in propionic acid bacteria)

Copper (Cu) In respiration, cytochrome c 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 Ii)

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

Nickel (Ni) Most hydrogenases; coenzyme Fg3g 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; soma metals listed are found in enzymes or cofactors present in only specific

microorganisms.
PNoeded in greater amounts than other trace metals.




Fatores de Crescimento e Meio de
Cultura

* Alguns organismos necessitam também de algumas substancias definidas como
: vitaminas, aa, purinas, pirimidinas (
* Meio de Cultura

— Condigdes nutricionais para o crescimento de um micro-organismo

— 2classes de meio de cultura

T

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 (celulas de
levedura)
« Aguadelago...

13



Exemplos de meio de Cultura

Quimiolitotrofico autotrofico)

Table 4.2 Examples of cuiture 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

KQHPO(. 7 g
KHzPOs 2g
(NH2)S04 1 g
MgS0, 0.1 g
CaCl0.02g
Glucose 4-10g

Trace elements (Fe, Co, Mn, Zn,

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

KoHPO,06 g

KHoPO4 063

NHsCl3 g

MgSO,0.1g

Glucose 25 g

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, xanthine) 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 16 g

Yeast extract 5 g
Peptone 5 g
KH-PO,2g

Distilled water 1000 ml
pH7

#The photos are tubas of (a) the defined medium described, and (b) the complex medium dascribed. 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

linois University at Carbondale

KH,PO, 059

NH4CI05g

MgS040.1g

CaCl,005g

KCI05g

NazS:032 g

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

pH7

Carbon source: CO, from air




Meios de Cultura

* Exigéncias nutricionais extremamente diferentes
* Para o cultivo € necessario saber os componentes
essenciais

* Em alguns casos e necessaria a adi¢ao de soro,
sangue (Neisseria gonorrhoeae) e etc.. (Mimetiza o

meio natural de crescimento do organismo)

15



Cultivo de micro-organismos em Laboratorio

* Meio devidamente preparado e esterilizado (autoclave, fluxo,

filtracao)

* Trés tipo de meio de cultura

N T

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

16




E B NEWS BRASIL

Fanny Angelina Hesse: a
mulher que revolucionou a
microbiologia com um
ingrediente de cozinha

| A dona de casa Fanny Angelina Hesse foi essencial no trabalho cientifico assinado pelo marido

https://www.bbc.com/portuguese/articles/cj7d3pv8v8jo
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Obtencao de culturas puras por semeadura por
esgotamento

* Avaliar a pureza da amostra
* A quantidade de diferentes
microorganismo

* Obtém coldnias Isoladas

Confluent growth at —_
beginning of streak

Isolated colonies
at end of streak

P

VEECNIES
proveniente
de uma Unica
célula

?
2
i
£
:
<
g
]
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Meio de Cultura solido

Serratia marcescens

Agar MacConkey
Tomar cuidado em meio de cultura wl o
solido em placas de Petri FY) g
: (S { { ‘g
* Efeito de borda ]
. v :~
* Umidade ¢ g
* Temperatura £ o
L ‘ <
* Inclinacao da placa A -

L © 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

P. aeruginosa
Agar Trypticase-soja

James A. Shapiro, University of Cﬁicago

Fig

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



Crescimento bacteriano e
Duplicacao Celular

Cell
elongation

Septum
formation
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Crescimento bacteriano e
Duplicacao Celular

_

_aN .

‘/\4/\/\/\

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



A DUPLICAGAO CELULAR E UM
POROCESSO COMPLEXO

ProcHq
paraf
célula

ormacao das

s filhas o

__—~MinCD
~ __— Cellwall

Cytoplasmic
membrane

T Nucleoid
T MIinE

Direciona a formacdo
anel de FtsZ e
complexo de divisomo

Divisome
complex

y

& ——— FtsZring

Coordena a for
membrana e d

celular do septo
Nucleoid

E.coli com tempo de geragao de 8o’

Conecta o anel a membrana Tb
citoplasmatica

recruta outras

proteinas do divisomo

TN NN

Frsl 1 )
FtsA | J

ATP

™ Quter membrane
™~ Peptidoglycan

8 Cytoplasmic

membrane

Divisome FtsZ ring

T. den Blaouwen

complex

& Narne Namninga, Univ. of Amaterdam




Formas de medir o crescimento
microbiano

«  Contagem de células em meio liquido utilizando cdmera de contagem de Petroff-Hausser e microscopio
- Relag&o entre a média dos numeros de células por quadrante com a concentracdo de células por mililitro de suspenséo
- Nao consegue distinguir células vivas das mortas
- Células pequenas séo dificeis de ver no microscopio
- Usar amostras concentradas

- Impurezas podem ser confundidos como células

Ridges that support coverslip A | To calculate number
\ \ per milliliter of sample:

Coverslip /—v vl A o N ooy : =-—
AL PP Lo e e
y: ) / / 7; /,' :

,I '
|
|
|

|
|

|

\ & ﬂﬂl: B l :
‘.'..a.|-7 : Number/mm?

Sample added here. Care must be - I‘—'
taken not to allow overflow; space Microscopic observatlon. all cells are | Number/mm? (1.5 x 10%)

between coverslip and slide is 0.02 mm counted in large square (16 small squares):

( mm). Whole grid has 25 large 12 cells. (In practice, several large squares 3 -
squares, a total area of 1 mm? and are counted and the numbers averaged.) Number/cm™ (mi) (1.5 x 10°)

a total volume of 0.02 mm?.

A
|
|
|
|
|
|
|
|
|




Métodos de contagem de células
viaveis

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

—  Semeadura por espalhamento — col6nias
Semeadura em profundidade — coldnias e células abaixo da superficie

NUmero de col6nias a n. células. Cada coldnia veio de uma tnica célula (ou UFC : unidades formadoras de colonias

- Surface «—__8
B, colonies\""---.;-

Incubation

Typical spread-plate results

Spread-plate method

Do borah ©. Jung

Sample is spread evenly over
surface of agar using sterile
glass spreader

Sample is pipetted onto
surface of agar plate
(0.1 ml or less)

Pour-plate method

Deborsh Q. Jurg

e [ oo lidification N " -
E— and incubation =~ > colonies

Sterile medium is added and Typical pour-plate results 24

Sample is pipetted into
mixed well with inoculum

sterile plate




Diluicao antes da semeadura

Placas confidveis tem entre 30-300 col6nias

Presenca de muitas coldnias, pode haver sobreposicao

de col6nias
Poucas colonias, nao é confiavel estatisticamente

Importante fazer replicas para diminuir erros nas

medidas
Contagem e feita em “unidade formadora de col6nia”

Método bastante usado

—  Analisar contaminagdes

—  Sensivel

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

* Identificagdo de bactérias entéricas em agua de piscina (propria ou

nao ao banho)

p Sample to
be counted

R

9-mi ‘
broth 'I I

= &
Total 1/10  1/100
dilution (10°") (109

Plate 1-ml samples

1108
(107%)

1104
(107%

171"03
(109

i 1}

b

159 17 2
Too many colonies colonies colonies colonies
to count

159 x 10° =
Plate Dilution
count factor

colonies

1.59 x 10°
Cells (colony-forming
units) per milliliter of

original sample




Diluicao antes da semeadura

* A contagem em meio solido em placa de Petri é inadequada para avaliar a
quantidade de células totais em uma amostra natural (como se mimetiza o meio

natural?)

— Solo

— Mar

* Grande anomalia da contagem de placa

— Limita a técnica

26



D.O- densidade optica — medida de turbidez

e Tomar cuidado com:

— Caminho otico

Prism
Incident
— Comprimento de onda 2 +nam.fo
e — Filter
: 480n m ¥ y :" ‘ ‘1} O\ —— Sample containing
NS s\ e cells (@)

Unscattered light, /

* g4oNm

Photocell (measures
unscattered light, /)

* 60onm-0OD,__of1.0=8x 108 cells/ml

== Spectrophotometer

e 660NmM

‘ Optical density (OD)

) I
| =Llog 70




Ciclo de crescimento microbiano

Growth phases

Lag—l-B(ponenﬂaI-li StationaryAI—Death

Turbidity / \ _

(optical density)

A
o

T Viable count
Quantidade de células capazes de se reproduzir

Optical density (OD)

E
S
o £
> @
-5
228 e))
95




Curva de crescimento




Fases de crescimento

Fase lag

— Adaptagao do organismo ao meio de cultuja )

Fase exponencial ~_
—  Condigdes mais saudaveis

— Neste estagio sao feitos ensaios enzimaticos, expressao génica e etc

Fase estacionaria

—  Limitagoes dos nutrientes
— Acumulo de produtos secretados pelos micro-organismos —inibe o crescimento

—  Pode ocorrer divisdo celular quando uma célula morre -Crescimento criptico

Fase de Morte

—  Morte celular

—  Lise celular

30



Fase lag — Fase de adaptacao

Tempo pode ser curto ou longo depende:
— Da origem do inoculo (adaptacao préevia do aparato enzimatico ao meio)
— Das condi¢des do meio de cultura atual

Transferéncia de um meio para outro pode requerer a sintese de diferentes

enzimas e essa adaptagao pode demorar (transferéncia de meio 2xTY para Mg).

— Exemplo:

* Inoculo coletado na fase exponencial e transferido para

meio de mesma composi¢ao = a cultura nova nao tem fase

Ele

* Inoculo coletado na fase estacionaria tem fase lag

31



Medida da quantidade de céelulas por D.O

* Problema:

— Agregados celulares

— biofilm

Organism A owe

Organism B

Células
bacterianas
plancténica:

principai
; i Células bacterianas
plancténicas secundarias

>
=
7]
c
o
e
L)
Q
a
o]

Optical density

..:.:. % ’,

o
MatrizEPS '\ ‘:

Formacao de
microcoldnias

0 5 10 15,20 25 30 35 Cell numbers or mass (dry weight)
Time (h)

Expanséao e

Aderéncia Maturagao

Dispersao

D.O é subestimada em quantidade de células elevadas

Exemplo da medida do Muitas células — a luz dispersa por uma celula pode ser
crescimento de dois organismos dispersa por outra, dando a impressao de que nao houve
dispersao

32



Crescimento

Total number Total number Cresarpe_nto IE’IICIadO
of cells of cells com 1 Unica célula, que

1 256 (29) tem um tempo de

2 . 512 (29) ..

4 1,024 21°) duplicagao ( ou tempo
- : 2,048 (217) =T

i Saelier de-_ geracao) igual a 3o
32 _ minutos
64

1,048,576 (219)

Logarithmic —___
plot

Arithmetic —__
plot

Number of cells
(logarithmic scale)

Number of cells
(arithmetic scale)
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Curva de crescimento

50 (UFC/mL)

C.

&
=
=3
o

o

5

Crescimento de uma populacgao 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 lag e menor para a fase
exponencial
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Cells/m|

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
\J

*n = nuUmero de geragoes formadas no
intervalo de tempo T
*g =tempo de geragao

*Em uma escala logaritmica a
inclinagdo da curva esta diretamente
relacionadaaog

*Quanto maior a inclinagdo menoro g

Population
doubles in
2h

s - ——————

|

Maior velocidade = menor g

Menor velocidade de
crescimento = maior g
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Analisando algumas curvas de crescimento....

1>2 e 3> 4, pois 1 e 3 atingem maior concentragao celular final, enquanto 5 e 6 tém a
mesma velocidade pois chegam a mesma concentragao final

2>1; 3>4 e 6>5 pois 2, 3 e 6 ndo precisaram realizar a fase lag

1>2; 4>3 e 5>6 pois 1, 4 e 5 realizaram a fase lag

1>2; 4>3 e 5>6 pois, somente na fase exponencial, a inclinagao das retas de logX das
culturas 1,4 e 5 € maior do que 2, 3 e 6, respectivamente




Fatores do ambiente que afetam o
crescimento microbiano

 Estado Quimico e Fisico do Ambiente

— Temperatura

— pH

— Quantidade de agua
— Oxigénio

— Outros fatores

* Pressao

* Radiacgao

37



Efeito da Temperatura

Processo geralmente irreversivel
Exemplo febre

e Tem pe ratura Enzymatic reactions occurring
at maximal possible rate
— Minima
* Gelificacdo da membrana, quando a o [EIEYNKMEGENE OENTng
@ | |at increasingly rapid rates
membrana para funcionar, como no ‘;': '
0
transporte de nutrientes a bactéria para <
de crescer.
. Maximum
— Otima Ixa caracteristica de cada organismo
» Condigao em que todos os componentes \ Temperature /
estdo na sua atividade maxima Membrane gelling; transport Protein denaturation; collapse
processes so slow that growth of the cytoplasmic membrane;
— Maxima cannot occur thermal lysis

38



Efeito da Temperatura

Classes térmicas dos organismos

Example: srmophile
;' - ample:

Mesophile Pyrolobus fumarii
ample: 60° P
Escherichia coli

Growth rate

Psychrophile
xample:
Polaromonas vacuolata

50

Temperature (°C)

39



Micro-organismos Psicrofilos

Antartida

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

quente

Sao encontrados em ambientes

constantemente frios

Encontra em sulcos de agua dentro do geloAlgas da neve

(-12°0). Chlamydomonas nivalis

z
-
3
=
b
B
L]
-~
3

Ambientes frios na Terra

—  Artico

—  Antartida

—  Nofundo do mar (1-5 °C)

Essas algas formam massas densas no

interior do gelo

Possuem varios pigmentos carotenoides

(coloracao verde, marrom, laranja)

Alga verde que esporula (
Atemp.) e fica vermelha

John Gasink and James T. Stakry




Micro-organismos Psicrofilos

* Como eles sao tolerantes a baixas temperaturas?

— importancia de armazenar celulas -80°C adicionando crio protetores

— Membrana tem maior quantidade de acidos graxos insaturados (maior
quant. Ligagoes duplas) — ponto de congelamento diminui
* Psychroflexus tem 4 a 5 lig. duplas — aci. graxos sao mais flexiveis que ac.
Graxos saturados
— Enzimas tem (observagoes)
* maior n. de aa polares
* Menor n. aa hidrofobicos
* Menor quantidade de interagdes fracas

* Menos interagoes inter-dominios

41



Micro-organismos Psicrotolerantes

* Organismo capazes de crescer a 0°C (a baixa velocidade),

com temperatura otima de 20-40°C.
* S30 mais abundantes que os psicrofilos

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

)



Crescimento microbiano em altas Temperaturas

* Organismo procariotos com

‘o o Table 5.1 Presently known upper temperature limits
tem P. otima > 45 C for growth of living organisms

(terméﬁlOS) > 80°C Group

Macroorganisms

(hipertermoffilos) Animals

Fish and other aquatic vertebrates

° VU|C6€S Insects 45-50

Ostracods (crustaceans)

Upper temperature limits (°C)

Fontes termais Eas

5 (60 for one species)
50

Vascular plants
Mosses

Microorganisms

Eukaryotic microorganisms

Protozoa

Algae 55-60
Fungi 60-62
Prokaryotes

Bacteria

OB :“;—E_:.;;é SRS Cyanobacteria 73
B ".,’)" /i f" /r;'/ )'\‘"r?' 3 ﬁ"lﬁ”‘ I_': Ao i
S Uy gk el T, Anoxygenic phototrophs 70-73
. Sk i Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 95
Qs
R Archaea

Chemoorganotrophs/chemolithotrophs

(®)
Figure 5.22 Growth of hyperthermophiles in boiling water.



Caracteristicas dos Termofilos

Proteinas termoestaveis
Pouca diferenga na seq. de aa

Membrana rica em acidos graxos saturados(mais contato com as cadeias

saturadas)

— hipoteses
* Mudangas 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 biotecnoldgica € a Thermus aquaticus (Tag

polimerase) no PCR
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Efeito do pH

_ . pH Example Moles per liter of:
Faixa de pH que crescem que variam de H* OH-
: " 0 1 1=
2-3 unidades 3 i
o Volcanic soils, waters —1 -13
= 1 . ¢ 10 10
oy " 3 Gastric fluids
pH otimo °'m Lemon juice 102 1012
2 T 2 @ Acid mine drainage
L 52 Vinegar = o
Maioria crescem em pH 4-9 S 8 - 10 10
3 , Peaches
Poucos em pH<3 e >g 0 4 - Acid soil 104 10710
£ Tomatoes s o8
. / o 5  American cheese 10° 1
Estabilidade da membrana é Cabbage
6 g Peas 10°% 10%
dependente de altas [] de H* : Corn, salmon, shrimp -
Neutrallty . Pure water ™—) 10_ 7 10-
Acidofilicos 8 Seawater 108 10°®
—  Maior quantidade de fungos (pH 5 ou menos) g .. Very alkaline 10° 10°
natural soil
— Obrigatdrios, ndo crescem em pH neutro @ Alkaline lakes 10710 104
e ) .9 Soap solutions
* Acidithiobacillus = Household ammonia 101t 1073
*  Vérios géneros de Archaea © Extremely alkaline
< soda lakes _
— P. oshimae —Archaea- pH 6timo 0.7 e em Lime (saturated solution)

10—13

PH 4 lise celular.
— pHintracelular é 4.5 10:%




Efeito do pH

Table 5.2 Relationships of microorganisms to pH

Alcalifilicos
— pHotimo >9
— pHintracelular mais elevado encontrado foi de
9.5
— Encontrados
* Lagos e solos ricos em carbonato
de sodio
—  Exemplos
* Bacillus firmus cresce na faixa de
pH7.5-12
Crescimento em laboratério se usa tampoes

— Evita que o pH mude em fun¢do do
metabolismo do organismo que consome e

produz substancias acidas e/ou basicas

Appoximate
Physiological class pH optimum
(optima range) for growth

Neutrophile (pH >5.5
and <8)

Acidophile (pH <5.5)

Alkaliphile (pH = 8)

1

Example organism?®

Escherichia coli

Rhodopila globiformis
Acidithiobacillus ferrooxidans
Picrophilus oshimae

Chloroffexus aurantiacus
Bacillus firnus
Natronobacterium gregoryi

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

Halofilos discretos (1-6% NaCl)

Halotolerant Halophile
, xample: Example: :
H a | Oﬁ | oS Mo d era d OS (7- 1 5% N a C | ) Staphylococcus Aliivibrio fischeri Example:
aureus / Halobacterium
‘ salinarum

[

Halofilos extremos sao um problema
na industria alimenticia que usa alta

concentracao de saise de agures

Growth rate

(osmofilos) como conservantes

~ : _ Nonhalophile
N3o halofilos crescem em ambientes Example:
Escherichia
coli

com pouco sal. =

NaCl (%)
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Efeito do Oxigénio

Table 5.5 Oxygen relationships of microorganisms

Group Relationship to O,
Aerobes Artem21% O,
Obligate Required

Facultative Not required, but growth
better with Os

Microaeréfilos Required but at levels lower
than atmospheric

Anaerobes

Aerotolerant Not required, and growth no
better when O, present

Obligate Harmful or lethal

Type of metabolism

Aerobic respiration

Aerobic respiration, anaerobic
respiration, fermentation

Aerobic respiration

Fermentation

Fermentation or anaerobic
respiration

Example?®

Micrococcus luteus (B)

Escherichia coli (B)

Spirillum volutans (B)

Streptococcus pyogenes (B)

Methanobacterium formicicum (A)

Habitat®

Skin, dust
Intestino grosso

Lake water
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Efeito do Oxigénio no crescimento de bactérias no laboratorio

 Aerobios

— Necessita de agitagdo (aeracao for¢ada)

— Adicionar O2

* Anaerobios

- | o
— Remover o O_ através da adicao de agentes | 3 ‘81 ] oxic zone
redutores como tioglicolato (reduz 0 O_a agua) 5 L ’ ¥ |

— Casos de anaerdbios obrigatdrios a remocgao

*.'%" | Anoxic zone
-~

total de O2 é complicada, crescer em

ambientes especificos Tt
Obligate

Facultative
Microaerophilic

Anaerobes O, consegue penetrar apenas na
Aerotolerant superficie, o resto do meio € sem O,
por causa do tioglicolato 49
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Metabolitos Primario e Secundario

Crescimento Primario
Metabolito constantemente sintetizado

Alcohol or sugar
concentration or

cell number

Geralmente nao sao produzidos em grandes
quantidades

Fazem parte do metabolismo

5o



Metabolito Secundario

~ Crescimento Secundario N3o sdo essenciais ao crescimento nem a
Metabdlico sintetizado proximo ao final da fase
exponencial-fase estacionaria reprodugao

Depende das condi¢des do meio de cultura
Grupo de compostos relacionados
Ex. Streptomyces pode produzir 30 antibioticos

Penicillin diferentes relacionados
or sugar

concentration or
cell number

Superprodugao

benum Geralmente sdo produzidos durante a
esporulagao

REIEIAN Ex. Antibidticos sdo produzidos por fungos e
bactérias formadoras de esporo (bactérias do
grupo actinomicetos)
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Busca por novos antibioticos

Nonproducing
organisms

Zones of
growth
inhibition
Producing
organisms

Spread a soil
dilution on a plate
of selective
medium

Sterile glass
spreader

Incubate

Colonies of
Streptomyces
species

Overlay with an
indicator organism

Incubate

M. T. Madigan

Semear uma populacao de organismos
desconhecidos

Deixa crescer células isoladas

Semear bactérias testes (conjunto de
bactérias relacionadas a patdgenos em
que o antibidtico pode ser utilizado)

Analisar halos onde nao ha crescimento
de bactérias testes
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Bioprodutos microbianos

REPORTAGENS

Saccharomyces cerevisiae Zymomonas mobilis

Biodiversidade brasileira é fonte de microorganismos
produtores de plasticos e elastomeros biodegradaveis

Luiziana da Silva, Maria Filomena Rodrial

& José Gri CHEESE
PRODUCTION

Figura 1. Granulos de polimero biodegradivel do tipo poli-3-hidroxibutirato (P3HB) no { Beverages Liquid fuel
interior de bactérias (preparacao e fotomicrografia eletronica realizadas por Rita de Cassia Paro
Alli, Agrupamento de Biotecnologia, DQ, IPT)

HOW DID THEY MAKE INSULIN FROM RECOMBINANT DNA?

fermentation recombinant insulin
bacterium harvested
produce
insulin

Acima, a bactéria Ralstonia eutropha,
que transforma agticar em polimero.
Ao lado, utensilios fabricados com bioplastico
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Uso de caracteristicas nutricionais e metabolicas
para isolar e identificar bactérias no laboratorio

e Para isolar : definir quais caracteristicas
sao desejadas para as bacterias a serem
Isoladas, qual a amostra a coletar e quais

organismos competidores € preciso inibir.
Ex. Gram positivas ou negativas
Consumidoras de celulose, sacarose, etc
fixadoras de nitrogénio

termotolerantes

neutrofilas

aerobias ou anaerobias

presenca de fungos na amostra, etc...

O O O O O O O
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Uso de caracteristicas nutricionals e metabolicas
para isolar e identificar bactérias no laboratorio

e Para identificar
o acompanhar a aula pratica a sequrr....

EPM Citrato MILi

Agar MacConkey



