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Requerimentos Nutricionais




MICRORGANISMOS: REQUERIMENTOS

NUTRICIONAIS E CULTIVO

— Estudados no:

e Habitat natural

e Laboratorio <«

- Morfologicas

- Fisiologicas

- Bioquimicas

L




CuLTIVO DE MICRORGANISMOS

= In vivo — hospedeiro vivo

— In vitro — meios artificiais (laboratério)
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Visao simplificada do metabolismo celular
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Cinética do crescimento microbiano

Fig. 1. An idsalised growth curve for a singie-celled organism such as
» yeast. See \ent for a dicussion of the siages indicaled.
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Cell density

Time

—> Levedura em meio liquido

(organismo unicelular - divisiio em duas)

- Estagio | (fase lag) - nenhuma divisdo celular

- Estagio 1l (fase aceleragdo) - inicio da divisdo

celular; transi¢do entre dorméncia e crescimento

ativo

Estagio 11l (fase exponencial) - divisdo celular

atinge e mantém taxa uniforme (maior aumento

n’ células)

- Estag.o 1V (fase desaceleracdo) - diminuig¢do

divisdo celular

- Estagio V (fase estacionaria) - ndo existe

creseimento adicional (produgdo novas células

= morte células velhas)

- Estagio VI (fase declinio) - diminuigdo n° células

viaveis




Cinética do crescimento microbiano
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Fig. 3. The growth of mycelium of Fuseriwm sodewi in an serssed
medium. Open circles indicate dry weight: closed circles indicate optical

density. [From V. W, Cochrane, 1958. Physivlogy of Fungi, John Wily
& Sons, Inc., New York.)

— Fungos micelianos

e Crescimento restrito a extremidade da
hifa .. nfo sujeito a uma analise quantitativa
precisa

e Crescimento qualitativamente dividido
em:

- Estagio | (fase lag) - sem crescimento

uparenlc

- Estagio ll (fase linear) - crescimento

rapido, linear

- Estagio 11l (fase declinio) - ndo existe

crescimento / diminuigdo peso seco devido

autolise




Classificagao nutricional dos microrganismos

— Heterotroficos

e Utilizam compostos organicos como

fonte de carbono

— Autotroficos

¢ Utilizam diéxido de carbono (CO,)

como fonte de carbono

Fonte de carbono




Classificagao nutricional dos microrganismos

— Heterotroficos

e Utilizam compostos organicos como

—1Quimiotroficos

e Utilizam compostos quimicos para

fonte de carbono obter energia

— Autotroficos

—| Fototroficos

e Dependem da energia radiante (luz)

¢ Utilizam diéxido de carbono (CO,)

como fonte de carbono para obter energia

Fonte de carbono Obtencgao de energia




CLASSIFICACAO NUTRICIONAL DE MICRORGANISMOS E OUTROS ORGANISMOS

GRUPO NUTRICIONAL FONTE CARBONO FONTE ENERGIA EXEMPLOS

Quimioautotroficos Diéxido Compostos Bactérias nitrifi-
carbono inorganicos  cantes, do ferro,
hidrogénio, enxofre




CLASSIFICACAO NUTRICIONAL DE MICRORGANISMOS E OUTROS ORGANISMOS

GRUPO NUTRICIONAL FONTE CARBONO FONTE ENERGIA EXEMPLOS

Quimioautotroficos Didxido Compostos Bactérias nitrifi-
carbono inorganicos  cantes, do ferro,
hidrogénio, enxofre

' Quimioheterotroficos  Compostos Compostos | Muitas bactérias,
organicos organicos fungos, proto —
zoarios, animais




CLASSIFICACAO NUTRICIONAL DE MICRORGANISMOS E OUTROS ORGANISMOS

GRUPO NUTRICIONAL FONTE CARBONO FONTE ENERGIA EXEMPLOS

Quimioautotroficos Didxido Compostos Bactérias nitrifi-
carbono inorganicos  cantes, do ferro,
hidrogénio, enxofre

| Quimioheterotréficos Compostos Compostos | Muitas bactérias,
organicos organicos fungos, proto —

zoarios, animais

| Fotoautotroficos Dioxido Luz Bactérias do enxo-
| carbono fre verde e purpu -
ra, algas, plantas,
cianoficeas




CLASSIFICACAO NUTRICIONAL DE MICRORGANISMOS E OUTROS ORGANISMOS

GRUPO NUTRICIONAL FONTE CARBONO FONTE ENERGIA EXEMPLOS

Quimioautotroéficos Dioxido Compostos Bactérias nitrifi-
carbono inorganicos  cantes, do ferro,
hidrogénio, enxofre
Quimioheterotréficos  Compostos Compostos | Muitas bactérias,
organicos organicos fungos, proto —
zoarios, animais
Fotoautotroficos Dioxido Luz Bactérias do enxo-
carbono fre verde e purpu -
ra, algas, plantas,
cianoficeas
Fotoheterotréficos Compostos Luz Bactérias purpuras
organicos e verdes nao —

enxofradas




AGUA

- Solvente universal

- Importante para os microrganismos

|
.

Nutrientes sao absorvidos quando os
mesmos estao dissolvidos na agua




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

CARBONO

- Um dos mais importantes
Todos os organismos requerem
Entra na formacao de: carboidratos,

lipideos, proteinas

Fontes: carboidratos, acidos organicos

- Compostos organicos — contém carbono

Compostos inorganicos — nao contém carbono

(excegao CO; — que € considerado inorganico)




Principais polissacarideos

Glicogénio
* Amido
*Celulose

—_—

Pectinas

Hemiceluloses
Ligninas

Polimeros D-glicose

Polimeros de acido
D-galacturdnico

Composig¢do complexa

* Amplamente utilizados




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

NITROGENIO

- Um dos mais importantes

- Todos 0s organismos requerem

- Parte essencial dos aminoacidos =

Proteinas «+————

- Fontes: « Nitrogénio inorganico — nitratos,
nitritos, sais de amoénia
e Nitrogénio organico — amino-
acidos, peptideos

Nitrogénio gasoso / atmosférico
//\\
3

Células eucaritticas Algumas bactérias

nao usam usam

v
Fixacao do nitrogénio




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

HIDROGENIO, OXIGENIO, ENXOFRE, FOSFORO

- Elementos essenciais

- Hidrogénio / oxigénio|= presentes em
muitos compostos organicos
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- Elementos essenciais
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- Enxofre|= biossintese aminoacidos —

cisteina, cistina, metionina




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

HIDROGENIO, OXIGENIO, ENXOFRE, FOSFORO

- Elementos essenciais

- Hidrogénio / oxigénio — presentes em
muitos compostos organicos

- Enxofre = biossintese aminoacidos —
cisteina, cistina, metionina

- Fosforo|= essencial na sintese dos acidos

nucleicos e adenosina trifosfato (ATP)




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

HIDROGENIO, OXIGENIO, ENXOFRE, FOSFORO

Elementos essenciais

Hidrogénio / oxigénio — presentes em

muitos compostos organicos

Enxofre = biossintese aminoacidos —
cisteina, cistina, metionina

Fosforo = essencial na sintese dos acidos

nucleicos e adenosina trifosfato (ATP)

Fontes: | « Agua

e Diferentes nutrientes

e Atmosfera gasosa

e lons inorganicos — (SO, %) e (PO4?)




ELEMENTOS QUIMICOS PRINCIPAIS PARA O
CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

OUTROS ELEMENTOS

- Elementos essenciais (mg / litro)

(micro-elementos / elementos-traco)

- Zinco (Zn) / Cobre (Cu) / Manganés (Mn) /
Molibdénio (Mo) / Cobalto (Co)

- Requeridos para ativar enzimas

| Nitrogenase 7 |

(requer (Mo*®) |

Nitrogénio Amodnia |

- -
Atmosférico (N3) (NH3)

- — J

- Fontes: e Adicionados como sais
e Normalmente ocorrem como

Impurezas




Fig. 6-10. (2) and (b) Severe manganese deficiency in the Pyrenomycete,
Chaetomium wlobosum. Symptoms are a decrease in clongation of the
P ewE g s
hypha. increased branchwg. and formation o1 globose cells. {c) Normal
W TRy TRrCmEme s v
hyphae growing in medium with 0.5 ppm manganel® X1l % 750. (From
H. L. Barnett and V. G. Lilly, 1966, Mycolora 58:585-991.)




Table 1. Essential Mineral Nutrients of Fungi

Element

Utilizable
Form

Conceniration
(M)

Functions and Comment

Macronutrients

Polassiuin
Phosphorus
Magnesium

Nitrogen
Sulfur

Calcium

Micronutrients

lron

Copper
Manganese

Zing

Molybdenum

KCl, K,HPO,
KH,PO,
MgCl,
NaNO,, NH,CI
K,S0,

CaCl,

FeCl,, FeSO,

CuSO,
MaCl,

ZnCl,

Na,MeO,

10-?

10-3

3
1

-4

Enzyme activity; carbohydrate
metabolism; ionic balance

Nucleic acids; energy transfer;
intermediary metabolism

Enzyme activation; ATP metabolism

Amino acids, nucleotides and vitamins

Amino acids, vitamins and other
sulfhydryl compounds

Enzyme aclivity, membrane structure; not
universally required

Cytochromes and heme apoenzymes;
pigments

Enzyme activily, pigments

Enzyme activity; TCA cycle, nucleic acid
synthesis

Enzyme act.vity; organic acid and other
intermediary metabolism

Enzyme aclivity; nitrate metabolism;
vitamin B,




NUTRIENTES PRINCIPAIS PARA O CRESCIMENTO
DOS MICRORGANISMOS

VITAMINAS

- Compostos organicos que funcionam como
coenzimas

- Alguns requerem / outros nao (podem
sintetizar). Ex: vitaminas A, D, E, B

- Fontes: extrato de levedura

e Tiamina™* (B4 — carboxilacio)

e Biotina* (B7 — carboxilacao)

e Piridoxina (Bs — transaminacao)

Saccharomyces cerevisiae

deficiente biotina

A 4
BIOENSAIO




Fig. 6-13. Effect of thiamine on
growth of Phycomyces blakesleeanus.
Growth is absent in the thiamine-
deficient _medium gn. the left, and is
abundant in the thiamine-supple-
mented medium on the right. [Cour-
tesy Plant Pathology Depariment,
Comnell University.)

Sem Tiamina

Com Tiamina




A standard growth curve for Neurospora sitophila on biotin
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Fig. 6-14. A standard growth curve for Newrospora sitophila on bjotin,

[From L. H. Leonian and V. G. Lilly, 1945, W. Va. Agr. Exp. Sta. Bull.
p. 319.]




SOME VITAMIN REQUIREMENTS OF FUNGI

Yitamin

—

Representative
Concentration (M)

Function

Active Form

Thiamin (B,)
Biotin (B,)

Pyridoxine (By)
Riboflavin (B,)
Nicotinic acid (B,),
nicotinamide, niacin
p-Aminobenzoic acid
Pantothenic acid (B,)
Cyanocobalamin (B,,)

Inositol

10-%-.10~¢
10~ 10, ]0~"

107~ 10~*

10-7-10"3

10~%-10~"

10-%-10~¢
10~7
10-12-10~¢

10-%-10-7

Co-carboxylase
Coenzyme for
carboxylations
Coenzyme for
transaminations
Coenzyme for
dehydrogenases

Coenzyme for
dehydrogenases

Coenzyme for 1-C
transfers

Coenzyme for 2-C
transfers

Coenzyme for methyl
transfers

Membrane structure

Thiamin pyrophosphaie

Covalently bound to enzyme by
carboxyl

Pyridoxal phosphate,
pyridoxamine phosphate

Flavin mononucleotide
(FMN), flavin-adenine
dinucleotide (FAD)

Nicotinamide-adenine
dinucleotide (NAD), and its
phosphate (NADP)

Tetrahydrofolic acid

Coenzyme A
Various cobalamin derivatives

Phospholipid




SOME REPRESENTATIVE CARBON SUBSTRATES OF FUNGI

Monosaccharides

Disaccharides
Starch

Amino sugars
Sugar acids
Sugar alcohols

Memicellulose
Cellulose

Glycerol
Fatty acids

Amino acids Lipids

Proteins

Alcohols

Longer chain
hydrocarbons
| Lignin

Keratin
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Methane

Fig. 5.3 Some representative carbon substrates of fungi,
arranged approximately (left to right) in terms of
chemical or structural complexity and (vertically)
according to the proportion of fungi that utilize them.

Complexidade
—'




GROWTH CURVE OF A FUNGUS GROWING ON A DISACCHARIDE

Log cell number

Time

growth curve of a fungus growing on a
disaccharide such as lactose, composed of glucose and
galactose. (a)Phase of exponential growth as the fungus
degrades the disaccharide externally and absorbs the
glucose (b)Temporary slowing of growth when the
avail ' I glucose is depleted and the fungus is induced to
synthesize a galactose uptake protein for insertion in the
membrane.@ Second phase of growth using galactose as
substrate.

Lactose

l

Glicose

+

Galactose




FUNGAL STRATEGIES
FOR GROWTH ON
INSOLUBLE
POLYMERS

\.Zone of erosion /
of substrate exhaustion

SUGGESTED A
DEFENCE OF
SUBSTRATE BY A Mypha Nutrient uptake
HYPHA OF A

POLYMER- : Y v L/ }

DEGRADING FUNGUS '\:

“\RCIQOSQ of antibiotics Nutrient Enzyme
uptake secretion

Fig. 5.2 Fungal strategies for growth on insoluble | polymer-degrading fungus: enzymes are secreled at the
-

solymers. (a) Hyphae extend continuously at the apex, apex to degrade the polymer, and soluble nutrients are

‘H?S@inﬁ protoplasm forwards to evacuate the zones of absorbed sub-apically; antiblotics or other inhibitors
(arrowheads) may be released sub-apically into the

enzymic erosion of the substrate; yeasts do not utilize '
insoluble (non-diffusible) polymers because they would substrate erosion zone to prevent competitors from
become trapped in the substrate erosion zones. exploiting the enzymic digestion products

(b) Suggested defence of substrate by a hypha of a
o xsoatins U =




Requerimentos Fisicos




Cultivo de microrganismos

= Requerimentos nutricionais

Fonte de carbono

Fonte de nitrogénio
Macronutrientes (K, P, Mg, S, Ca)

Micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn, Mo)

Vitaminas

— Requerimentos fisicos
Temperatura

Atmosfera gasosa
pH
Pressao osmotica

Luz




Curva tedrica de crescimento
- Maximo

- Minimo =
- Otimo '

Pontos cardinals]
v

importantes para comparagéo

-

‘\

Minirhum
|

| C
l \Opnmum/
|
|

— Increasing growth

increasing dosoge of physical fuctor ———

Fig. 6-15. A theoretical growth curve of » fungus in response (0 a
physical factor, showing minimum, optimum, and maximum poinls.




TEMPERATURA

- Grande influéncia no crescimento

- Temperaturas cardinais

Figura 6.1 Respostas lipicas de crescimento de um micioga
sme as tempergtuias de Incubacdo, mostrando as tempero-
uras minima, otima @ Mmaxima
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Temperatura

- Atividade quimica

(Aumentos de 10 °C = T 10x na velocidade da
reacao)

- Atividade enzimatica

(Aumentos de 10 °C = T 2x)

- Enzimas 1nativadas

( Temp. > 45 °C)




Temperatura x _grupos fisiolégicos

- Psicrofilos — crescem melhor entre 15 e 20 °C
- Mesodfilos — crescem melhor entre 25 e 40 °C
(a maioria dos microrganismos)

- Terméfilos — crescem melhor entre 50 e 60 °C

(nenhuma célula eucaribtica cresce acima de 60 °C)

PAgura 6.2
CIESC




- Fungos - crescimento

Temperatura minima
Temperatura 6tima
Temperatura maxima
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0-5°C
15-30°C
30-35°C




Efeito da temperatura sobre o aspecto da
cultura de M. melonis. A: 15 O0C, B: 21 OC,
C: 24 oC e D: 30 ocC.




ATMOSFERA GASOSA

Dois gases principais afetam o crescimento

/ \

Oxigénio Didoxido de Carbono

i l
¥
Requerido por alguns / Requerido por todas as
toxico para outros celulas




Oxigénio x Grupos fisiolégicos

- Microrganismos Aerébios
e Requerem oxigéeénio p/ crescerem

e Ex: Fungos filamentosos

......

Desenho ilustrando o crescimento de grupos fisioldgicos diferentes
de bactérias em tubos de agar, mostrando as variagdes no
crescimento em resposta ao oxigénio atmosférico




Oxigénio x Grupos fisiolégicos

- Microrganismos Aerébios

e Requerem oxigéeénio p/ crescerem

e Ex: Fungos filamentosos

- Microrganismos Facultativos

e Crescem na presenca do ar atmosférico e
em anaerobiose
e Ex: Escherichia coli, Saccharomyces

cerevisiae

.......

Desenho ilustrando o crescimento de grupos fisioldgicos diferentes
de bactérias em tubos de agar, mostrando as variagdes no
crescimento em resposta ao oxigénio atmosférico

Facultativo



Oxigénio x Grupos fisiolégicos

- Microrganismos anaerdbios

e Nao crescem na presenca do ar / ndo
utilizam oxigénio

e Ex: Clostridium sp

Desenho ilustrando o crescimento de grupos fisioldgicos diferentes
de bactérias em tubos de agar, mostrando as variagdes no
crescimento em resposta ao oxigénio atmosférico

Anaerobio



Oxigénio x Grupos fisiolégicos

- Microrganismos anaerdbios

e Nao crescem na presenca do ar / ndo

utilizam oxigénio

e Ex: Clostridium sp

- Microrganismos microaerofilos

e Utilizam o oxigénio / crescem melhor em
niveis de 1 a 15%

e Ex: Campylobacter jejuni

Desenho ilustrando o crescimento de grupos fisioldgicos diferentes
de bactérias em tubos de agar, mostrando as variagdes no
crescimento em resposta ao oxigénio atmosférico

Anaerobio



(pH intracelular em torno de 7,5)

- pH 6timo — valor mediano da variagao de
pH

_» bem definido para cada especie

e Bactérias — 6timo levemente alcalino
(pH 7,5)

e Fungos--pH5a6

= pH & mantido no meio pelo uso de
tampao




PO = pressao que deve ser
exercida sobre uma solucéo,
guando esta se encontra
separada de seu solvente puro
por uma membrana
semipermeavel, a fim de impedir
o fluxo de moléculas do solvente
puro para a solucao

NaCl 10 %
PO equivale a 77
atmosferas

PRESSAO OSMOTICA

AGua Funcdo no metabolismo celular

Funcao ligada aos nutrientes

Influencia o crescimento através da
pressao osmoética

Fio. 50 — Sistems lldco pars demonstraglo
da premlio omnética de ums soleglo.

Membrana semipermedvel = Plasmalema
Soluglo de Sacaroee = Suco wacuolar
Pistlo 4 Mol = Parede celular
Agua = Bolugho do mlo




Efeito da pressdo osmoética em uma célula
microbiana

Figura 6.7 O efelto da pressdo osmética em uma celula mi-

croblana. [A] Células em um melo Isoténico, A concentragdo
de solutos em um melo é Igual aquela no Interior da célula. NGo
nd movimento de dgua para dentro ou para fora da célula. [B]
Célulos em um melo hipertonico, A concentragdo dos solutos

no melo externo & malor do que dentro da célula. A agua flul
para fora da célulg, resultando na desidratagao e contragdo

do protoplasto. O crescimento celular € Inlbldo; a célula pode
morrer. [C] Celulas em um melo hi A concentragdo
de solutos no melo externo € menor do que dentro da célula, A
agua flul para dentro da célula. O Influxo de agua forga o
protoplasto contra a parede celular, Se a parede for fracaq,
pode rompeil-se; o protoplasto pode Inchar e eventuaimente
romper-se

—_———

& Parede @Membranc
= wve 0
@ Solutos- --40—0 celulat cnop!osmgrlcoo

=

OO & ° @ Membrana @ 8
- Y @ cltoplosmatico® ~ @
99937°3% 2 09| , L

Meio
hiperténico

— Membrana

citoplasmdtica
Meio
hipoténico

Meio isotbnico



Luz

= Importante para microrganismos

fotossintéticos

e Cianobactérias

= Importante para alguns fungos
e Esporulacao
e Fototropismo

e Fototatismo




- Visivel = 380 - 720 nm

- Ultra-violeta préoximo ao visivel

(NUV) = 320 - 380 nm

Nanometers

e
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AGURE 29.5
The visible spectrum.
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Luz

Visivel = pouco ou nenhum efeito
sobre 0  crescimento
vegetativo

Visivel (azul - 450 nm)
Ultra-violeta proxima

U

Efeito na esporulacio
U

"Zonas de esporulagdo” devido

alternancia — claro / escuro




ra (02) Efeito da luminosidade sobre o crescimento de Alternaria tenuis
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Luz

— Importante no fototropismo e
fototatismo de estruturas flingicas

Pilobolus sp - fungo coprofito

Esporangi6éforo
U

Movimento em dire¢do a fonte
luminosa

U

Liberagdo do esporangio




Pilobolus sp

Fig. 9.5 Diagrammatic representation of some
coprophilous fungl. (a) Pilaira anomals (zygomycota);
the sporangiophore elongates to several centimetres at
maturity and the spores ‘flop' onto the surrounding
vegetation, (b) Mucor racemosus (zygomycota). (¢}
Pilobolus spp. (2ygomycota; see also (h) and {i). (a}
Ascobolus spp. (acomycota); the tips of the mature asci
project from the apothecium and are phototropic, (e)
Sardaria spp (ascomycota); the perithecium neck is

]

Sporangium
- Mucilage

o Vesicle sap

. Subsporangial vesicle

phototronic and the mature ascl efongate up the neck to
discharge the sscospores. {f) Coprinus spp
(basidiomycota). (g) Sphaerobolus spp. (basidiomycota)
the large spore mass is shot from the cup-shaped
frultbody when the layers of this separate and the inner
layer suddenly inverts. (h,i) Pilobolus, showing how the
terminal vesicle of the sporangiophore acts as a lens to
focus light and orientate the sporangiophore, and the
mechanism of discharge of the sporangium




Pilobolus sp

Velocidade de ejecao
esporangio =50 km / h
Pode cair a 2 metros
distancia

Como o0 esporangio tem um
tamanho aproximado de 80
um isso equivale a um salto
de 48 Km efetuado por uma
pessoa

Fig. 9.5 Diagrammatic representation of some
coprophilous fungl. (a) Pilaira anomals (zygomycota);
the sporangiophore elongates to several centimetres at
maturity and the spores ‘flop' onto the surrounding
vegetation, (b) Mucar racemosus (zygomycota). (c}
Pilobolus spp. (2ygomycota; see also (h) and {i)). (d)
Ascobolus spp. (acomycota); the tips of the mature asci
project from the apothecium and are phototropic. (e)
Sardaria spp (ascomycota); the perithecium neck is
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phototropic and the mature ascl elongate up the neck to
discharge the sscospores. {f) Coprinus spp
(basidiomycota). (g) Sphaerobolus spp. (basidiomycota);
the large spore mass is shot from the cup-shaped
fruitbody when the layers of this separate and the inner
layer suddenly inverts. (h,i) Pilobolus, showing how the
terminal vesicle of the sporangiophore acts ¢ a lens to
focus light and orientate the sporangiophore, and the
mechanism of discharge of the sporangium










