nstituto de Ciencias
Biomeédicas USP

Profa. Elisabete Vicente

Dep. Microbiologia ICB/USP
bevicent@usp.br

Espaco Microbiologia
ICB/USP

Fisiologia e Crescimento bacteriano

Resumo:

1. Crescimento Microbiano
1.1. Por que € importante estudar o crescimento bacteriano
1.2. Como as bactérias se multiplicam
1.3. Calculando o nimero de bactérias em uma cultura

2. Curva de Crescimento bacteriano
2.1. Fases de uma Curva de Crescimento
2.2. Acompanhamento de uma Curva de Crescimento bacteriano

3. Nutrientes necessarios para o cultivo
3.1. Macronutrientes
3.2. Micronutrientes
3.3. Fatores de Crescimento

4. Condi¢bes de Cultivo
4.1. pH
4.2. Temperatura
4.3. Concentracao de Oxigénio

5. Metabolismo — Alguns comentarios

6. Meios de Cultura
6.1. Tipos de meios: Meio Liquido e Meio Sdlido,
6.2. Meio mineral, Meios Completos, Meios Diferenciais, Meios Seletivos, Meios Diferenciais e Seletivos

7. Controle do Crescimento bacteriano

8. Questdes de Fixacdo e Desafio

e


mailto:bevicent@usp.br

Instituto de Ciéncias

Biomédicas USP

TRABULSI-ALTERTHUM

MICROBIOLOGIA

Flavio Alterthum

Aho "‘!

Microbiologia.
Trabulsi & Alterthum
2015, 62 Ed.,
Livraria Atheneu

Profa. Elisabete Vicente/

Espaco Microbiologia
ICB/USP

bem vindos, bem vindos !!!!

MURRAY ROSENTHAL PFALLER

. .
fn

Microbiologia Médica

Murray, P.R.; Rosenthal, K.

S.; Pfaller, M. A.
2017 82 edicdo,

Editoras: Gen/Guanabara

Koogan.

Dep. Microbiologia ICB/USP

bevicent@ usp.br

Microbiologia de Brock

Eds. M. T. Madigan, J. M.

Martinko, J. Parker.
2016, 142, Ed.
Editora ArtMed

TORTORA f

Microbiologia.

Tortora, Funke, Case.

122, Ed., 2017.
Grupo A

Microbiologia Médica.

Jawetz, Melnick,
Adelberg.

262, Ed.,2014. Grupo A

Mlcrohlologla Medlca
12 i e Imunologia

WARREN LEVINSON

Mc
Graw
Hill
Education

Microbiologia Medica e
Imunologia. Levinson.

122 Ed., 2014
Livraria Atheneu

Para os
desejosos de
literatura ainda mais
recente:

Medical
Microbiology

Oﬁ“ﬁ?

Medical Microbiology
2020, (English Edition)
99, Ed. Ed Elsevier

s

BROCK BIOLOGY OF

MICROORGANISMS

Brock Biology of
Microorganisms,
Global Edition (English
Edition), 2021, 162. Ed.
Editora Pearson


mailto:bevicent@usp.br

Espaco Microbiologia

Morfologia e Estrutura das bactérias

1. Introducéo: Os trés dominios da vida

(b) A tecnologia que foi empregada - andlise da
sequencia do RNA ribossomal (rRNA):

1) O DNA é extraido das células;

2) Copias do gene que codifica o rRNA sdo

produzidas por PCR;
3,4) O gene é sequenciado e a sequéncia obtida é
Dplomonadiceos alinhada com sequéncias de outros organismos. Um
algoritmo de computador realiza comparagdes de
Fig.: Classificacdo dos seres vivos em trés dominios proposta por Woese, em 1977: a) A arvore filogenética da pares em cada base e gera uma arvore filogenética,

vida divide os seres vivos em trés grupos (trés dominios): Arqueias, Bactéria e Eucariotos. Também sdo mostrados

: N 5) Andlise das relagdes evolutivas.
alguns grupos representativos em cada dominio.

No exemplo, as diferencas na sequéncia sdo
destacadas em amarelo, sendo as seguintes:
- organismo 1 versus , trés diferencas;

3. sequenclamento ]

Gene que coomga | 00 DNA Alinhamento das sequénclas - organismo 1 versus duas diferengas;
0 FMAr T genicas ':":',IIIF'”"!"F 5 - versus , quatro
alva It omon :
Lu e : |FII n |I I"“"rl|| [l AR AOE ilsfsei:snigsi;.revela ue os organismos 1 e 3 possuem
Calmas " ¢ e |/ | { | (| e— gy ATTCCGTAG |2 e 1 :[ i q, i dg 5e3 P
Y | | arentesco mais préximo do que 2 e 3.
@ o [1-1s0Ementoco %3 (2_Produgao de co- YA | [4. Analsada | AGCCGTTAG (3 P P a
" a DMA Oa cala . plas oo gena do sequancla
. 2 onganismo 4’\ RNAT por FCR obtida “ Adaptado de: Microbiologia de Brock, 142. Ed., 2014 — Cap 1

(b)
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Objetivos:
1- Conhecer os principios e fases do crescimento bacteriano e sua importancia pratica

2- O que é curva de crescimento bacteriano e como seu conhecimento pode auxiliar no
entendimento de um processo infeccioso?

3- Reconhecer a importancia de elementos especificos no crescimento bacteriano como pH,
disponibilidade de oxigénio, temperatura e nutrientes

4- Conhecer a classificacao bacteriana em relagdao ao metabolismo de O,
5- Conhecer as caracteristicas e diferencas entre um meio diferencial, seletivo e completo

6- O que é diversidade metabdlica das bactérias e porque isso pode ser importante
clinicamente

/- Entender a importancia do conhecimento sobre o cultivo bacteriano e sua relagdo com as
ferramentas diagndésticas de processos infecciosos

Profa. Elisabete Vicente

Dep. Microbiologia ICB/USP
bevicent@usp.br

8- Entender o mecanismo de agcao das principais classes de antimicrobianos
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1. Crescimento bacteriano

1.2. Por que é importante estudar o crescimento das bacteriano ?

- Isolar os agentes causais das doencas infecciosas

- ldentificacao dos agentes causais das doencas infecciosas

- Desenvolvimento de agentes antimicrobianos
- Preservacao dos alimentos
- Estudo: Bioquimica, Genética, Biotecnologia

Estas respostas também se aplicam para o crescimento microbiano em geral
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1.2. Como as bactérias se multiplicam?

As bactérias se proliferam por divisdo binaria em duas metades equivalentes

O — . O O

»Acidos nucléicos
> Proteinas
»Lipideos

»polissacarideos

1 Tempo de Geracdo

v
N
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X= Xq.2" X=1.23
Onde n= nu d
g:razglesnumero e X:8
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1.3. Calculando o numero de bactérias em uma cultura

Vamos fazer um Exercicio

- Considerando que o tempo de geracdo da bactéria Escherichia coli
é de 20 minutos, partindo-se de uma Unica célula quantas células
bacterianas serao obtidas apés 1 hora de cultivo?

1 hora R: Em 1 hora de cultivo (60 minutos) teremos 3 geracoes

(n=3)
Entdo: X= x0.2"
X=1.23
X=8

- E apobs 2 horas de cultivo?

2 horas | R: Em 2 horas de cultivo (120 minutos) teremos 6
geracoes (n=6)

Entdo: X= xo0.2"
X=1.26
X= 64
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- Sabendo-se de o tempo de geragao de E. coli é de 20 minutos, partindo-se de
uma unica célula quantas células bacterianas serdo obtidas apés 1 hora de cultivo?

1 hora R: Em 1 hora de cultivo (60 minutos) teremos 3 geracoes (n=3)
Entdo: X=xo.2"
X=1.23
X=8

OK, entendi. Mas, e ap0s X horas de cultivo ?
3 horas | R. Teremos 3 geracdes a cada hora, 9 geragdes (n=9)
Entdo: X=xo0.2"
X=1.2°
X=8.8.8 = 512

4 horas R. 12 geracdes (n=12)
Entdo: X=x0.212
X= 2°.23=512.8=4.086

12 horas R. NUumero de geracdes= 12 . 3 (n=36)

Entdo: X= x0.236

X

29.29.29.29=512 . 512 .512. 512 = 6,86.1010

24 horas R. Numero de geragdes= 24 .3 (n=72)

Entdo: X= x0.272

X= 23%623%6=4,7.10%




Espago Microbiologia Fisiologia e Crescimento bacteriano
ICB/USP

24 horas  R. Numero de geracdes= 24 .3 (n=72) 48 horas | R. Numero de geragdes= 48.3 (n=144)
Entdo: X= x0.272 Entdo: X= x0.2144
X= 23623%6=4710% X= 272,272=221.10%3

Entéo, apds 24 horas de cultivo uma Unica colbnia bacteriana chegara a 4,7.10%! células,

e apos 48 horas de cultivo chegara a 2,21.10* células ? Como assim ?

Pois €, se 0 crescimento bacteriano apenas seguisse esta escalada de crescimento exponencial,
em poucos dias a massa de uma unica colonia bactéria seria maior que a massa do Planeta
Terra. Aonde esta massa bacteriana encontraria nutrientes para isto?

e~

Na verdade, o numero maximo de ceélulas em uma coldnia bacteriana € variado, mas chega ao
maximo a 1.108. Depois disto, a propria difusdo de nutrientes para o interior da colénia impede o
prosseguimento do seu crescimento. Entao, por escassez de nutrientes.

Ah,... dai vocé vai querer saber. E se o cultivo for realizado em meio liquido? Nesta
’\6‘ condic¢do os nutrientes podem chegar com maior facilidade a cada uma das células. O
crescimento bacteriano continua até que ponto ?

Veja, a maxima concentracdo de células bacterianas em uma cultura também é variada,
mas em média chega ao maximo de 1.108 células/ml.

E por que isto ocorre? Isto ocorre por duas razoes:

pacterianas -Escassez de nutrientes;
maximo

! el -Porque as bactérias produzem, como subproduto do seu crescimento, uma substancia
1 108 Ce\U\aS

chamada “quorum sensing”. Quando esta substancia chega a uma determinada
concentragéo, a divisao celular bacteriana e interrompida.
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2. Curva de Crescimento bacteriano
2.1. Fases de uma Curva de Crescimento

Stationary
phgon
Log, or C Death, or
exponential logarithmic
growth, “==line, phase
phase D
/ B
X=x0.2"
A
3
o
g
S |Lag
g phase
o
o
E
=3
s
°
g
-
0 5

10

Fases da Curva de Crescimento de bactérias:

A | _Fase Lag ou Fase de adaptacéo

Cl. Fase Estacionaria

B |- Fase Exponencial ou Logaritmica (Log)

D | - Fase de Declinio

Fases de crescimento bacteriano:

A - Fase lag de crescimento ou de Adaptacao:

Nesta Fase de crescimento, as bactérias estéo
aumentando o conteldo intracelular de macromoléculas e
se adaptando as condigcbes do meio de cultura e o cultivo
em geral;

B - Fase Log de crescimento ou Logaritmica de
crescimento:

E nesta Fase de crescimento que as bactérias estdo se
dividindo EXPONENCIALMENTE como demonstramos no
exercicio anterior.

C — Fase Estacionéria de crescimento:

Nesta Fase do crescimento, podem ocorrer 2 situagdes: 1)
as bactérias permanecem viaveis mas nao estdo se
dividindo; 2) o numero de células bacterianas que se
dividem € igual ao numero de ceélulas bacterianas que
estdo perdendo viabilidade.

D — Fase de declinio de crescimento:

Nesta Fase de crescimento, conforme o tempo vai
passando, as células da populacdo bacteriana vao
perdendo sua viabilidade. Entdo, apdés um determinado
tempo o numero de células viaveis na populagdo sera
muito baixo e seguira caindo até que todas estejam
mortas.
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2.2. Acompanhamento de uma Curva de Crescimento bacteriano

@ Quero tracar uma Curva de Crescimento Bacteriano. Como o
‘ﬁ\ crescimento da cultura bacteriana pode ser acompanhado?

1. Contando (usando o microscépio) 0 numero de células ao longo do cultivo.
Mas isto ndo e muito pratico, pois ndo e tio facil para executar.
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- Quero tracar uma Curva de Crescimento Bacteriano. Como o
crescimento da cultura bacteriana pode ser acompanhado?

2. Acompanhando o0 aumento da turvacao ao longo do cultivo

E |

A 8 [ ®& [ b [ E
1]
2.
3 | BACTERIAL GROWTH CURVE DATA TABLE
4
5 |
B Minutes  Absorbancy at660 nm
{  Incubation  CSHA TSB
g 0 002 001
9 0 002 0015
10 60 005 0019
1] 90 003 0033
12 20 0051 0065
st 3] 150 0078 0124
ST 2 14 8 018 02%
ZNL/ = - 15 20 0479 0480
‘ aistrocion 1B M0 0273 | D069
light bulb sample photodetector 17 | 270 0420 0910
18, ™ 0598 1070
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- Quero tragar uma Curva de Crescimento Bacteriano. Como o
crescimento da cultura bacteriana pode ser acompanhado?

1. Contando-se o numero de células ao longo do cultivo

2. Acompanhando-se 0 aumento da turvacéao ao longo do cultivo

3. Ha outras possibilidades como:
- Acompanhando a demanda por O, da cultura,

- Acompanhando a producéo de algum metabolito bacteriano

Log of Numbers of Bacteria

Timew—
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3. Nutrientes necessarios para o cultivo

3.1. Macronutrientes Fontes de Energia - Organicos
3.2. Micronutrientes e
- - Inorganicos
3.3. Fatores de Crescimento _Luzg '
Fontes de Carbono - Organicos (Heterotréficos): Acucares, Proteinas
C), Hidrogénio (H
( )' & ( )' - Inorganicos (Autotrdficos): CO,
Oxigénio (O)
Fontesde N - Organicos: NH,*
- Inorganicos: NO,, NO;,"
- N, (fixadoras de nitrogénio).
Fontes de -HPO,*
PeS -S0,*
. Fontes de outros - Na*, K*, Mg*™, Fe***
““\e(\‘e ‘Elementos
' . .
va ner© (sais minerais) - Tragos de Zn**, Mn**, Co**, Mo***, Se**
- Vitaminas
Fatores de Crescimento - Aminoacidos
- Fatores presentes no SANGUE
pH - Acidéfilos
- Neutrofilos (pH 5-9)
- Alcaléfilos
Osmolaridade ~ solugdo fisiolégica (0,9% NaCl)
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3. Nutrientes necessarios para o cultivo

- Vitaminas
3.3. Fatores de Crescimento - Aminoacidos
- Fatores presentes no SANGUE

S 1

Aear Sangue . let | tad 5% d Agar Chocolate (meio completo suplementado com 5% de sangue
Ag g . . . . . .
(meio completo suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro adicionado ao meio solido quando este ainda

desfibrinado de carneiro adicionado ao meio quando este estava estava quente:
abaixo de 402C):
Colénias de bactéria Haemophilus influenzae cultivadas.
Colénias de bactéria Neisseria gonorrhoeae cultivadas.
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3.3. Fatores de

Crescim ento(continuacso)

VItamINasS comuns necessarias para a nutricio de algumas bactérias

Vitamin

p-Aminobenzoic
acid (PABA)

Folic acid

Biotin

Lipoic acid
Mercaptoethane-
sulfonic acid
Nicotinic acid
Pantothenic acid

Pyridoxine (Bg)

Riboflavin (B,)

Thiamine (B;)
Vitamin B,

Vitamin K

Coenzyme form

Tetrahydrofolate

Biotin

Lipoamide
Coenzyme M

NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) and
NADP

Coenzyme A and the Acyl Carrier Protein
(ACP)

Pyridoxal phosphate

FMN (flavin mononucleotide) and FAD (flavin
adenine dinucleotide)

Thiamine pyrophosphate (TPP)

Cobalamine coupled to adenine nucleoside

Quinones and napthoquinones

Function

Precursor for the biosynthesis of folic acid

Transfer of one-carbon units and required for synthesis of
thymine, purine bases, serine, methionine and pantothenate

Biosynthetic reactions that require CO, fixation

Transfer of acyl groups in oxidation of keto acids

CH, production by methanogens

Electron carrier in dehydrogenation reactions

Oxidation of keto acids and acyl group carriers in metabolism

Transamination, deamination, decarboxylation and
racemation of amino acids

Oxidoreduction reactions

Decarboxylation of keto acids and transaminase reactions
Transfer of methyl groups

Electron transport processes
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A maioria das bactérias de

4. Condicdes de Cultivo
4.1. pH

interesse médico crescem com
maxima velocidade em pH 7

Acidophile Neutrophile Akaliphile
W -
'5 ,l" \‘ / \\
5 /o \
(&) ’
/ \ \
/’ / \

'

11

12

procariontes.

Fig. Taxa de crescimento versus pH de trés tipos de

Cada bactéria cresce em
maxima velocidade quando é
incubada no seu pH dtimo
especifico.

O pH 6timo de crescimento da
maioria das bactérias de vida
livre apresenta um intervalo de
cerca de trés unidades. Veja a
simetria das curvas abaixo e
acima deste pH étimo.

Fora destes intervalos de pH
otimo especifico para cada
bactéria, o crescimento nao
ocorre.
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4. CondicOes de Cultivo

4.1. pH (continuag&o)

ﬁH Minimo, Otimo e Maximo ﬁarao crescimento de alguns ﬁrocariotos

Organismo

Thiobacillus thiooxidans
Sulfolobus acidocaldarius
Bacillus acidocaldarius
Zymomonas lindneri
Lactobacillus acidophilus
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Clostridium sporogenes
Erwinia caratovora
Pseudomonas aeruginosa
Thiobacillus novellus
Streptococcus pneumoniae
Nitrobacter sp

PH minimo

0.5
1.0
2.0
3.5
4.0-4.6
4.2
4.4
5.0-5.8
5.6
5.6
5.7
6.5
6.6

pH otimo

2.0-2.8
2.0-3.0
4.0
5.5-6.0
5.8-6.6
7.0-7.5
6.0-7.0
6.0-7.6
7.1
6.6-7.0
7.0
7.8
7.6-8.6

pH maximo

4.0-6.0
5.0

6.0

7.5

6.8

9.3

9.0
8.5-9.0
9.3

8.0

9.0

8.3
10.0
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4. Condicoes de Cultivo

4.2. Temperatura

Temperatura - Psicrofilos
- Meso6filos (maioria das bactérias de interesse médico)
- Termofilos
extreme extreme
moderate thermophilic thermophilic
thermophile bacterium archaeon
@ Mesdfilos //-.\ ) R Sy
— - . 3 < A R,
& |psychrophile OB | / ‘ 7 1 7" ".
e [ ] , 3 ra ~‘ 1
< v o b 1 i
o ' 1 A 1
— . ./ l ," 1 1
S '{ }/ ] {
8 3 .
2 : 1 : 2 1 g 3 LL 1 :
] 10 20 30 0 50 0 70 BO 90 0o 1o w20
Temperature °C

Cada bactéria cresce em

maxima velocidade quando é
incubada sua

temperatura
otima de cultivo.

Fora destes intervalos de

temperatura, a velocidade do
cultivo diminui.

A maioria das bactérias de
interesse médico crescem com
maxima velocidade a 37 °C.

Thermus aquaticus
Min. 40 °C

Otima:70-72 °C

Maxima: 79 °C



E a fonte da enzima
resistente ao
é uma espécie calor Tag DNA
de bactéria que pode

tolerar altas enzimas mais

. temperaturas, uma importantes
V Thermus aquaticus » . x
das varias bactérias m biologia

termofilicas que moIecuIar deV|do ao
pertencem ao filo

Deinococcota.

polymerase , uma das ks

Quando os estudos de organismos biolégicos em fontes
termais comecaram na década de 1960, os cientistas
pensaram que a vida de bactérias termofilicas nao
poderia ser sustentada em temperaturas acima de cerca
de 55 °C.

Fountain e do Géiser White Dome,

Fonte: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=437283

e P Pr™7

=% Fontes termais com algas e
% § bactérias no Parque Nacional de
SRR Yellowstone.


https://en.wikipedia.org/wiki/Great_Fountain_Geyser
https://en.wikipedia.org/wiki/Great_Fountain_Geyser
https://en.wikipedia.org/wiki/White_Dome_Geyser
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Thermophile
https://en.wikipedia.org/wiki/Thermophile
https://en.wikipedia.org/wiki/Deinococcota
https://en.wikipedia.org/wiki/Deinococcota
https://en.wikipedia.org/wiki/Taq_polymerase
https://en.wikipedia.org/wiki/Taq_polymerase
https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_biology
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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4. Condicdes de Cultivo

4.3. Concentracao de Oxigénio

Quanto a capacidade de
cultivo na

presenca de Oxigénio
(atmosfera),

as bactérias podem ser:

- AerObias Obrigatorios
- Aerdbias Facultativas

- Anaerobias Facultativos
- Anaerodbias Estritas

O metabolismo aerdbio gera radicais de oxigénio. Bactérias aerobias tem enzimas
gue conferem resisténcia a estes radicais. De modo simplificado, veja abaixo:

Superdxido dismutase

A 20,+2H, > H,0,
catalase 2
B) H202 > Hzo + 02
A distribuicdo das enzimas
eroxidas _ Avi 1
Wz" foxidese, 1un 2H,0 superoéxido dismutase (SOD),
} ) superoxide dismutase = Ca.ta.lase, e
0, +0; +2H" »0,+H,0, - peroxidase
ot 2H,0+0, | | €M células determina a sua capacidade de existir na presenca de O,.
H,0 Estas enzimas desintoxicam as células de radicais livres de oxigénio,
c gue sao inevitavelmente gerados pelos seres vivos que vivem na
presenca de O,.
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4. Condicoes de Cultivo

4.3. Concentracao de Oxigénio continuacao)

CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS QUANTO

AO METABOLISMO DE O,
‘ ’ Crescimento em meio
| liquido
02 | ! : | .
a) Aerobias obrigatorias — Ex. Pseudomonas
o
<
- b) Anaerdbias — Ha estritas (Clostridium) e néo estritas
Q :;".:-::'.'}5:-: »
i*_“?l’*. ' » j:’f.r; '

c) Aerdbias Facultativas — Ex. Escherichia coli (crescem
mais rapidamente em presenca de O,)

d) Microaerofilas — Crescem em tenséo intermediaria de O,

4
ey
- CR

Feaa S o
we '-2-:’ . ."': '. ":.: Z la:

%‘-‘* G = e) Anaerobias Aerotolerantes - crescem de modo
(@ (b)) (¢) (d) (e) semelhante independemente da em tens&o de O,
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4. Condicdes de Cultivo
4.3. Concentracdo de OXIgENIO (continuacao)

1 | Aerobios Obrigatorios
Ex. Pseudomonas spp.

Caldo tioglicolato

2 | Facultativos
Ex. Escherichia coli

AT

3 | Anaerébios Obrigatorios
Ex. Clostridium tetani
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5. Metabolismo — Alguns comentarios

As bactérias apresentam uma enorme diversidade evolutiva, resultando
em grande diversidade de metabolismo. Assim, h& bactérias que
apresentam capacidade de:

- Hidrolisar difrentes compostos,
- Produzir diferentes Enzimas (induzidas ou nao),

- Produzir diferentes Toxinas,

- Produzir diferentes Fatores de Viruléncia, como: adesao, invasao, etc

i £ £ ANCi fermentacao

Metabolismo Heterotréfico Sub§ta}n0|as —— ¢

o (quimio-heterotrofico — ggt,a_m%ast
H 2 . Z 1: acterias de Interesse

g de importancia médica ) clinico) | respiracao
©
O
&
m A -
= Substancias

Metabolismo Autotréfico

o : » Inorganicas
(quimiolitotrofico, Fotolitrotrofico) J

(CO2, N2, Luz)
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagio)

Metabolismo Heterotrofico (quimio-heterotrofico —
de importancia médica )

O metabolismo HETEROTROFICO é tipico de:

- Animais

- Bactérias de interesse clinico,

- Bactérias que fazem biorremediacdo ambiental — processo ligado a Saude humana e Animal,

- Poucas arqueias gue vivem em associagcado com animais

Catabolismo: Anabolismo:

Quebra de compostos mais complexos em Construcdo de moléculas organicas complexas a
compostos mais simples, através de reacbes partir de moléculas mais simples. Estas reacdes
quimicas que empregam enzimas. Estas geralmente Requerem Energia.

reacOes geralmente Liberam Energia.

Exs.: formacdo de proteinas a partir de
Exs.: hidrolise, queima de agucares em aminoacidos, polissacarideos a partir de agucares
CO,+H,0. simples.
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagio)

g Como a Célula Funciona?
TNy

A “Moeda” da célulaéo ATP

Piruvato + 2 ATP

v

Fermentacao —> 1 Glicose—

Presenca de O,

ﬁ Glicose

Respiracao
% Auséncia de O,

Glicose » CO, + H,0 + 2 ATP

CO, + H,0 + 36 ATP

v

Arespiracdo anaerdbia ocorre em bactérias. Nestas condi¢des o aceptor final de elétrons ndo é o oxigénio.
- Aceptor final de elétrons: NO;, ou SO,**

- Menor rendimento de ATP gue microrganismos aerébios
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagio)

cysteine
DNA \ serine

RNA
\purines l

e

chlorophyll

glycine

cytochromes

hemes < porphyrin

K phosphoglyceric acid

cell wall
(murein)
capsules ATP, NAD, CoASH
biofilms DNA, RNA
storage Ribosomes
glucose
polysaccharides nucleotides
membrane histidine
T I
lipids hexose pentose telrose
‘[ phosphate phosphate phosphate
glycerol
phosphate triose phosphate

shikimic acid

chorismic acid

isoleucine

lysine
aspartic
threonine < acid

/
asparagine / methionine

pyrimidines

J

DNA
RNA

[succi nic acid

~ phospho jd tyrosine
l tryptophan phenylalanine
|- pyruvic acid — alanine
S valine bacterial
- CO. >-> leucine lipids membrane
acetyl-CoA T—) fatty acids .l archaeal
polyisoprenoid compounds i o
_— oxalacetic acid quinones

citric acid

a-ketoglutaric acid

|

glutamic acid — glutamine

N

arginine

Principais vias
biossintese
procariotos.

proline

de
em
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagio)

Respiracao
Aerdbica 2CO. 2NADH,

2acetyl-S-CoA

2oxalacelic \ » 2 citric acid
acid \
2NADH, CoA
2 malic acid 2 isociltric acid
I TCA X 2 '
2CO. 2 NADH,
2fumaric acid 2 a-ketoglutaric acid
2 F:\l)ngvﬂ CoA zco_:._/“\azx.-\nn:
2succinic acid < 2 succinyl-S-CoA

2ATP 2ADP

Overall Reaction
2 pyruvic acid —————> 6C0. 4+ 2FADH, =+ 8 NADH, + 2ATP

Glicose + 6 O, ---------- >6 CO, + 6 H,0 + 38 ATP + 688 kcal (total)
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagio)

Fermentacao

(a) Lactobacillus glucose ———> fructose diphosphate
2 ADP
D
(b) Saccharomyces slucose———> fructose diphosphate
2 ADP
»
Glicose + 2ADP + 2Pi - 2Etanol + 2CO, + 2ATP + 2 H,0
|

As etapas da fermentacdo dos dois microrganismos sao idénticas até a formacgéo d as diferencas finais séao

decorrentes da maneira com que o piruvato é reduzido.

ZATP ZADP

2 phosphoglyceric acid «——2 triose phosphate

2NADM, 2NAD

Glicose + 2ADP + 2Pi —> 2 Lactato + 2ATP + 2H,0

2 lactic acid

ZATP ZADP

2 phosphoglyceric acid «———2 triose phosphate

2NADIL, 2NAD

2 acetaldehyde ————> 2 alcoho

2 CO,




Espaco Microbiologia
ICB/USP

Fisiologia e Crescimento bacteriano

5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagso)

< .2 +2H O
lactic acid —@':c acid

Fermentacao i ""_“(‘_'(‘;’ aclc a-acetolactic acid
Streptococcus " Klebsiella -
Lactobacillus i Ente.robact R
Staphylococcus HB.‘ac:llus acetoin
+CO. ADP Sh%\ : ol
CO.

oxalacetic acid formic acid acetyl-S-CoA 2,3-butanediol

E. coli
*2 salmonella
= . CO. H.
malic acid l«rm sikiinal
. . 7 CoASHY —CoATSH
+2H acetic acide—— ~*°
=H,0 Clostridi +acetyl:S.CoA
succinic acid ostnalum ,L-(‘“"\"s”
-CO acetoacetyl-S-CoA
) > CIoTridium
ropionic acid o
— - acetone «—% S butyryl-S-CoA
Bifidobacterium =CoA-SH

=CoA-Sl

<l +all

Propionibacteriu O
isopropanol 4

Algumas vias de fermentacao de bactérias. Veja a producéo
de diferentes metabolitos finais.
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5. Metabolismo — Alguns comentarios (continuagso)

Fermentacao o
x 2
Ghcdhse
Respiracao ¥ @

Acido Piravico

m peesanca de oxigénio N2 ausdncia de oxigénio

Fermertacio
Acido lactico licti

Fe

- MNErEACA0
Didxido de akoolica

Efeito do metabolismo
bacteriano

Em Meios de Cultura

1 Molécula de Glicose lJ

Respiracao Fermentacéo
38 ATP 2 ATP
Resulta na Resulta na
alcalinizacao acidificacao do

do meio meio

Maior quantidade
de glicose e
necessaria para a
producéo da
mesma quantidade
de ATP
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6. Meios de Cultura

6.1. Tipos de meios: Meios Liquidos e Meios Sdlidos

Meio de Cultura sélido

Tém a mesma composicao quimica que os meios de cultura liquido acrescidos de 2%
agar-agar. Ex.:

Meio de Cultura liquido (ou caldo)

- Caldo Nutriente / Agar-Nutriente
-LB/LA
-TSB/TSA

Sao empregados para:
- Obtencao de colbnias isoladas de bactérias,
- Isolamento de bactérias

First Streak Secnnd Streak Thm:l Streak

Sao empregados para
- Acompanhamento de curva de Crescimento,

- Isolamento de moléculas para analises
bioquimicas

Ex.: - Caldo Nutriente
-LB Ex.: Isolamento de Neisseria gonorrhoeae
-TSB em Agar Thayer-Martin chocolate
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6. Meios de Cultura
6.2. Meio mineral, Meios Completos, Meios Diferenciais, Meios Seletivos, Meios Diferenciais e Seletivos

Mais detalhes: Aula MB-T/P1 - Cultivo microbiano (t6pico 28)

1. Meio Mineral (ou Meio Minimo) _ _
4. Meios Seletivos
Contem somente Sais Minerais e uma Fonte de Carbono como o . . . Lo
acticar glicose. Meio de cultura complexo acrescido de substancias e inibidoras de

Ex. Meio M9. Cresce neste meio: E. coli crescimento, permitem o crescimento de apenas algumas bactérias.

Contem o alta
concentragao de Nadl
(7,5%) que impede o
crescimento de
muitas bactérias e
permite o cultivo e

Contem o inibidor
de crescimento sais
biliares.

2. Meios Completos (ou Meio Complexo)

Proteina hidrolisada com ou sem acucar.
Ex. - Caldo Nutriente / Agar-Nutriente

Inibe o crescimento
de bactérias Gram-

positivas . Somente Agar Manitol selecdo da bactéria
-LB /LA , crescem Gram- 8 Staphylococcus
_TSB/TSA Agar MacConkey negativas. salgado aureus

5. Meios Diferencias e Seletivos

3. Meios Diferenciais Meio de cultura complexo que reunem as qualidades de ser seletivo e

Meio de cultura complexo acrescido de substancias e indicadores que também de ser diferencial.

permitem a DIFERENCIACAO VISUAL de col6nias bacterianas

S —~ . Contem Contem
/ ' somente o sangue
acUcar lactose e desfibrinado
o indicador de carneiro: \
vermelho I e
. . Visualizagao < < . < . .
\ 2 “e“t“’l'h’LaC*' do padréi de Agar Thayer- Agar Manitol  Agar Cetrimide
4 vermelha p .
Agar MacConkey YT Agar sangue o Agar MacConkey Martin chocolate salgado (Para Pseudomonas )

(Para Neisseria)
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7. Controle do Crescimento bacteriano

- Descontaminacao microbiana presente no ambiente:

Esta acdo devera ser promovida pelo emprego de “‘Agentes
desinfetantes” que podem ser fisicos ou guimicos, dependendo do
material a ser tratado e da intensidade de tratamento desejada.

Este TEMA sera apresentado em nossa proxima Aula.

- Descontaminacao microbiana presenta da pele ou mucosa:

Esta acdo devera ser promovida pelo uso de “Agentes antissépticos ”
gue geralmente séo guimicos.

Este TEMA sera apresentado em nossa proxima Aula.

- Combater uma infeccao bacteriana que se estabelece no organismo
humano:

Uma das principais ferramentas utilizadas e o uso de Antibioticos.

Este TEMA sera apresentado em nossa proxima Aula.

Aula Pratica relacionada:

Controle do crescimento bacteriano.
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8. Questdes para Estudo — Resolva e confira em nossa proxima postagem

Desenhe uma Curva de crescimento bacteriano e explique cada uma de suas fases.
Quais sdo os nutrientes minimos necessarios para o crescimento bacteriano?
O que s&o macronutrientes e micronutrientes? Cite alguns deles.

O que é meio de cultura diferencial? Cite um exemplo.

O que € meio de cultura seletivo? Cite um exemplo.
Existem meios de cultura diferenciais e seletivos? Cite um exemplo.

Como é feito o cultivo de bactérias anaerébias?

©® N @ o A ®w N P

. Quando uma célula da bactéria E. coli € semeada em meio solido Agar Nutriente e é cultivada a 37 °C,
ela se divide em duas a cada 20 minutos, apos ter atingido a fase exponencial de crescimento. Suponha
gue numa segunda-feira, as 17:00 horas, foi realizada uma semeadura por esgotamento* da bactéria E. coli
neste meio. Suponha que ha uma fase lag de 2 horas, quantas bactérias devem estar presentes em cada
uma das colbnias isoladas na terca-feira seguinte, as 16:00 horas?

semeadura feito com alca platina em meio sélido, g
quando se deseja obter colbnias isoladas derivadas do
cultivo no local onde foi inoculada uma Unica célula 5

bacteriana (Fig. ao lado).

Obs: *Semeadura por esgotamento € aquele tipo de ﬁ /§ {g /
\ 3




Exercicios, lembre-se:

- Sabendo-se de o tempo de geracédo de E. coli € de 20 minutos, partindo-se de uma Unica
célula quantas células bacterianas serdo obtidas ap6s 1 hora de cultivo?

1 hora R: Em 1 hora de cultivo (60 minutos) teremos 3 geracoes (n=3)
Entdo: X=xo0.2"

X=1.23

X=8

- E ap6s X horas de cultivo?

5 e R. Teremos 3 geragdes a cada hora, 9 geracdes (n=9)
Entdo: X=xo0.2"
X=1.2°
X=8.8.8 = 512
T R. 12 geragdes (n=12)
Entdo: X=x0.212
X= 29.28=512.8=4.086
12 horas R. Nimero de geragdes= 12 . 3 (n=36)
Entdo: X=x0.236
X= 29292929=512.512.512.512 = 6,86.101°
24 horas R. Namero de geragdes= 24 .3 (n=72)

Entdo: X=x0.272

X= 23%6.2%6=47.10%



5. (Solucao) Quando uma ceélula da bactéria E. coli € semeada em meio solido Agar
Nutriente e € cultivada a 370C, ela se divide em duas a cada 20 minutos, apos ter
atingido_a fase exponencial de crescimento.

Na aula pratica da segunda-feira foram semeadas, por esgotamento, colénias de E.
coli (16:00), imaginando-se que ha uma fase lag de 2 horas, quantas bactérias
podem estar presentes em cada colbnia na terca-feira as 16:00hs?

R.: Teremos 24 horas de cultivo.
24 horas — 2 horas de lag = 22 horas de crescimento exponencial

Numero de geracdes= 22. 3 (n=66)
Entdo: X= xo0. 266
X= 29,29.29,2929,29.29,25=512.512.512.512.512.512.512.8 =
X=
Entdo, matematicamente teremos  6,86.10%°

Todavia;

Lembre-se que somente € possivel ter no maximo

1-2. 10° bactérias em cada colonia Assim, deve-se fazer a
conta e ter a certeza

de estar com a resposta
correta.
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