Nutricao, Crescimento e
Metabolismo de
Microrganismos

Profa. Dra. Marta Mitsui Kushida

CRESCIMENTO MICROBIANO
» CARACTERISTICAS:
» Aumento do nimero de células e nao do tamanho celular.
» Fissao Binaria
» Tempo de Geracao

» Outro microrganismos podem ainda se dividir por brotamento,
fragmentagao, formagao de exdosporos, etc.

TEMPO DE GERACAO

Tempo necessario para uma célula se dividir
(populagdo dobra de tamanho)

sofre variagées e depende das condigdes
ambientais (temperatura)

maioria: tempo de geracédo de 1 a 3 horas;
algumas: mais de 24 horas

1) CARACTERIZACAO DO
CRESCIMENTO MICROBIANO

FISSAO BINARIA
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O crescimento bacteriano é representado graficamente Obtencao da curva: contagem da populacao em
por curvas em escalas logaritmicas (exponencial) intervalos de tempo apds inoculo de pequeno nimero
de bactérias em meio liqu

Fase log ou
de cresci-
mento ex-
ponencial
Curva de
crescimento

Log do némero de bactérias

o

5
Tempo (h)

CRESCIMENTO DAS CULTURAS BACTERIANAS CRESCIMENTO DAS CULTURAS BACTERIANAS

Fases de crescimento - Fase Log
Fases de crescimento - Fase Lag
periodo de crescimento ou aumento logaritmico
periodo em que ocorre pouca ou auséncia de K (fase de crescimento exponencial)

divisdo celular (“laténcia”)
reprodugao celular extremamente ativa; tempo
bactérias nao se reproduzem imediatamente de geracdo atinge um valor constante; intensa
quando sao colocadas em um novo meio de cultura atividade metabélica

células estdo passando por intensa atividade micro-organismos sao particularmente sensiveis
metabdlica (sintese de enzimas e moléculas as mudangas ambientais (radiaces e compostos
variadas) antimicrobianos)

CRESCIMENTO DAS CULTURAS BACTERIANAS CRESCIMENTO DAS CULTURAS BACTERIANAS

Fases de crescimento - Fase Estacionaria Fases de crescimento - Fase de Morte Celular ou de
Declinio

velocidade de crescimento diminui gradualmente
nimero de células mortas excede o de células
nimero de morte celular é equivalente ao novas, até que a populagdo tenha se reduzido a
nimero de células novas = populacdo se torna pequena fracao da fase anterior

estavel =

atividade metabodlica de cada célula também
decresce

causas: término de nutrientes, acumulo de
produtos de degradagédo, mudangas de pH
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Métodos diretos para quantificar o crescimento

METODOS PARA QUANTIFICAR microbiano
O CRESC IMENTO MIC RO BlANO » Contadores eletrénicos de células: contagem em meio aquoso

»DIRETOS
»INDIRETOS

Métodos diretos para quantificar o crescimento

Métodos diretos para quantificar o crescimento ° !
microbiano

microbiano

» Camara de contagem (camara de Neubauer; : Método do numero
mais provavel (MNP): b amatra S tmLamn
técnica estatistica = o caa ks~ | it amatrs e coda o
quanto maior o n° de

bactérias em uma

amostra, maior sera

o n° de diluigdes 0 o ol fol ol 1l il ol ol [ol ol ol

necessarias para
P Fubos com K0mL. de LT Tubes com 10wl L5T Tubes com 1wl LST
eliminar totalmente concantraco dupla corcemir agdo urples cancentrago simples

o crescimento em
tubos ™~ ‘ -

Incubar a 35-37°C por 24-48h

Meétodos diretos para quantificar o crescimento Métodos diretos para quantificar o crescimento
microbiano microbiano

Plaqgueamento em meio soélido
(contagem em placa):

amostras de diluigdes
seriadas da cultura semeadas
em meios solidos para
desenvolvimento de col6nias
(unidades  formadoras  de
colonias - UFC)

obtencdo do numero de
bactérias viaveis (UFC)/mL na
suspensao original




Métodos diretos para
quantificar o
crescimento microbiano

Técnica de contagem de vidveis
do de Madigan et al., Brock Biology of Microsrgamism, 3

Métodos diretos para quantificar o crescimento
microbiano

Métodos diretos para quantificar o crescimento microbian@

Métodos diretos para quantificar o crescimento
microbiano
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Métodos diretos para quantificar o crescimento microbian@

Métodos indiretos para quantificar o crescimento
microbiano

Turbidimetria
(espectrofotometro)

Insculated " Scatired gt
broh cubure ot Goes nat
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Métodos indiretos para quantificar o crescimento

microbiano 2) FATORES QUE INTERFEREM
NO CRESCIMENTO MICROBIANO

Atividade metabdlica: quantidade de produto
metabdélico (acido ou CO,) tem relacdo direta com
numero de células bacterianas presentes

Peso Seco: andlise de crescimento de fungos
filamentosos e bactérias

fungo é removido do meio de cultura por
filtracao

seco em dessecador para posterior pesagem

FATORES QUE INTERFEREM NO
CRESCIMENTO MICROBIANO

fatores fisicos: temperatura, pH e presséo osmoética

I
fatores uimicos: oxigénio, carbono, nitrogénio, FAT R E FI I
enxofre, fosforo, oligoelementos

fatores organicos (ou de crescimento): vitaminas,
aminoacidos e bases nitrogenadas

TEMPERATURA TEMPERATURA

As temperoturas nesta foixa de variago destroem
{ & maioria dos microrganismos, no entanto s fem
( peraturas mais boixas necessitam de mais fempo
para destilos

A maioria cresce
dentro de variagées
limitadas (30°C)

} Crescimento bocteriano muito lento

Boctérios crascendo ropidaomente;
T minima algumas podem produzir toxinas

Taxa de crescimanto

To a »Muitas bactérios sobrevivem; olgumas podem crescer
3 Temperaturas de refrigeragdio; podem permitir o crescimento
lento de bactérios que degrodam olimentos e poucos patogenos|

il

T maxima

Abaixo da temperatura de congelamento néo
exisie crescimento boceriano significafivo

Temperatura ("C)




TEMPERATURA

Polaromonas vacuolata (T 6tima = 4°C, gelo oceénico)

enzimas com mais a-hélices, aa polares (menos aa
hidrofébicos); membrana com &c. graxos insaturados

a) TEMPERATURA

E se ndo fossem os

termofilos e
hipertermofilos!!! s

Thermus aquaticus: Taq DNA polimerase
Thermococcus litoralis: Ventg

Pyrococcus: Deep Venty

...Nao haveria PCR:
reacdo em cadeia pela
polimerase!!!

pH é6timo
16,57,

1,5-35 4,568

Leveduras

1,5-3,5

4,0-6,5

Tolerancia a valores baixosde pH
bolores > leveduras > bactérias

TEMPERATURA

Hipertermofilos

muitas chaperoninas (ex.:
termosoma), reducéo de
glicina (menor flexibilidade
das proteinas), proteinas
hidrofébicas, reducao da
fluidez de membrana

b) pH

maioria cresce dentro de variagées
pequenas proximas a neutralidade
(6,5a7,5)

preservacdo de alimentos em
conserva

fungos: melhor crescimento a pH<5

bactérias cultivadas em laboratério
4 producéo de acidos L4
interferéncia no proprio crescimento

neutralizagdo e manutencao do

pH via tampdes (sais de fosfato,
peptonas)

b) pH
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Acidéfilos

Alealifilicos

pH  Exemplo

Moles por litro de:
W om

o0

e
w0
"

Madigan etal., 2016

Acidofilos: pH<6 (Sulfolobus sp, solos vulcanicos)




b) pH

Alcalifilicos: pH29

Bacillus firmus (lagos e solos com carbonato de so6dio)

c) PRESSAO OSMOTICA: PLASMOLISE

Paredae colular

Citoplasme
| Citoplasma

NaClo 0,85%

FATORES QUIMICOS

c) PRESSAO OSMOTICA

meio  hiperténico = perda por osmose
(plasmdlise)

preservacdo de alimentos (peixes, mel,
leite condensado)

halofilicos extremos: bactérias do Mar
Morto (30% de sal)

cultivo bacteriano: concentragdes baixas (1,5%)
de agar para evitar inibicdo do crescimento

c) PRESSAO OSMOTICA

Taxa de cres

Halotolerante Sl Halofilo

Exemplo. Exemplo:

Staphylococcus Alivibrio fischeri  Exemplo:

aureus / Halobacterium
salinarum

Carbono

sintese de todos os compostos organicos
necessarios (elemento estrutural basico)

quimio-heterotréficos e foto-heterotroficos =
carbono obtido de materiais organicos (proteinas,
carboidratos e lipideos)

quimioautotréficos e fotoautrotoficos = carbono
obtido do dioxido de carbono
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Nitrogénio

sintese de proteinas, DNA, RNA, ATP

fontes: decomposicdo de proteinas, compostos
organicos (sais de amonio) e nitratos

fixadoras: retiram N, da atmosfera e convertem a
nitrogénio organico = fixacdo de nitrogénio =
géneros Azotobacter e Rhizobium (simbiose com
leguminosas - feijao, soja, ervilhas)

Potassio, magnésio e célcio

co-fatores para reagdes enzimaticas

Oligoelementos (elementos-traco)

ferro (mais importante, componente de
citocromos - transporte de elétrons) —
sideroforos: agentes ligantes

cobre, mobilidénio e zinco
co-fatores na atividade de algumas enzimas

fonte: agua e em constituintes de meios de
cultura

TABELA 6.1 | Efeito do Oxigénio sobre o Crescimento de Vérios Tipos de Bactérias

Efeito do
oxigénio sobre
© crescimento

o anoecdbico noerioh

Tubo de ensaio
com crescimento
bacteriano em
meio sslido

Explicaséo para Cre.
os padrdes do o
crescimento

Explicagdes

aercbico; neces:

Tortoraetal,, 2016

Enxofre
sintese de aminoacidos e vitaminas (tiamina e
biotina)

fontes: ion sulfato, sulfito de hidrogénio e
aminoacidos

Fésforo

sintese de acidos nucléicos, fosfolipideos da
membrana celular, ATP

fontes: ion fosfato

FATORES ORGANICOS
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Tabels 5.3 Fatores de Grescimento: vhamines o st
Vitamons Fungie

compostos organicos essenciais que o micro-organismo
nao sintetiza

retirados do meio ambiente

algumas bactérias (Streptococcus, Lactobacillus):
certas vitaminas, devido a auséncia de enzimas que
participam de biossintese de compostos

oacidos, purinas e pir

3) MEIOS DE CULTURA

mperatura-e-diagrama

DEFINICOES MEIOS DE CULTIVO

Meio de cultivo: material
nutriente preparado no
laboratério para o crescimento
de micro-organismos

grande variedade de meios de
cultura disponiveis com todos
0s componentes necessarios
(exceto: agua + esterilidade)
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DEFINICOES DEFINICOES

Indculo: micro-organismos colocados em meio de cultura
para iniciar o crescimento

Cultura: micro-organismos
que crescem e se multiplicam
nos meios de cultura

espécies que crescem em
qualquer meio; outras em
meios especiais e EH
incapazes de crescer em meio
ja desenvolvido

Estado fisico

solucdes aquosas (caldos) = maior facilidade de
crescimento (numero inicial pequeno)

meios solidos = obtencdo de “cultura pura” =
identificacdo e caracterizacdo bacterianas

formagdo de colonias individualizadas =
transferéncia para novo meio

agente solidificante mais usado: &gar =
polissacarideo de algas = liquefeito a 100°C e
solido a 40°C

tubos de ensaio ou placa de Petri

Exemplo de composicéo de meio definido

Tipos de meio

definido = composicdo quimica exata conheci

(qualidade e quantidade) ¥
Componente Quantidade

complexo = nutrientes como digestos de

produtos animais ou vegetais como caseina Glicose 50g
:pro;eina do leite), carne, soja extrato de Fosfato de aménia monobdsico (NH,H,PO,) 10g
evedura
Cloreto de sédio (NaCl) 50g
composicédo quimica pode conter pequenas Sulfato de magnésio (MgSO, - 7H,0) 02g
variagdes em diferentes culturas do produto 4 i i
Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) 10g

caldo: meio fornecido na forma liquida

Agua 1 litro

meio solido: agar é adicionado

10
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Exemplo de composicéo de meio complexo Tipos de meio

meios redutores  contém reagentes (ex.: tioglicolato de sodio)
que eliminam o oxigénio dissolvido = cultivo de bactérias
anaerobicas (jarras de anaerobiose)

Composicao do Meio Agar
Nutriente, um Meio Complexo
para o Crescimento de Bactérias
Heterotréficas

Quantidade
50g
30g
80g
150g

1 litro

Tipos de meio
Tipos de meio
meio seletivo = favorecem o crescimento da
bactéria de interesse, impedindo o crescimento meio diferencial = utilizado para facil
de outras identificacdo da bactéria de interesse quando
existem outras bactérias crescendo na mesma
corantes basicos inibem o crescimento de placa. Ex.: agar sangue na identificacdo de
bactérias Gram-positivas; azida sodica inibe Streptococcus pyogenes

as Gram-negativas

agar Sabouraud dextrose = pH = 5,6 =
fungos

meios de enriquecimento = estimulam o
crescimento do micro-organismo de interesse que
esta em pequeno nimero

meio seletivo e diferencial (Agar m
Tipos de meio diferenciais

11
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CONSERVA CA~0 DE MICRO-ORGANISMOS ~ .
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