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metabolismo microbiano

e cOonsiste na acumulacao e na
degradacao de nutrientes por uma
célula

*as reacoes metabolicas fornecem
energia e geram substancias gque
sustentam a vida



As enzimas catalisam reacdes para moléculas especificas, chamadas de
substratos. Durante as reagdes enzimaticas, os substratos sdo
transformados em novas substancias, denominadas produtos.

Substrato Produtos
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As enzimas, as guais sao geralmente proteinas, podem precisar de outras

moléculas nao proteicas, chamadas de cofatores, para realizar suas funcoes.

Cofatores inorganicos incluem fons metalicos. Cofatores organicos,
1 . - +
ou coenzimas, incluem os carreadores de elétrons FAD, NAD™ e NADP™.

Substrato

Cofator
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ha dois componentes
essenciais parao
metabolismo




Se uma reacao resultar em excesso de energia, uma parte dessa energia
pode ser capturada na forma de ligacdes de ATP. Assim, uma célula pode
quebrar essas mesmas ligacdes e utilizar a energia liberada para abastecer

outras reacoes.

ATP

A energia € liberada guando o

w -+———— fosfato terminal € retirado do ATP.

3 Fosfatos
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Figura 2.18 Aestruturado ATP. Asligacoes fosfato ricas em energia
sao indicadas por linhas onduladas. Quando o ATP se degrada em ADP
e fosfato inorganico, uma grande quantidade de energia é liberada
para uso em outras reacées quimicas.

Adenosina — o — o — o + H,0 < ~
Trifosfato Agua
de adenosina

Adennsina—o—o - °| + Energia
Difosfato Fosfato
de adenosina inorganico




As vias catabdlicas quebram as macromoléculas em seus componentes
mais simples, liberando energia no processo.

Moléculas mais simples

& 000

Macromolécula Energia liberada

As vias anabélicas constroem macromoléculas por meio da combinacdo
de moléculas mais simples, utilizando energia no processo.

Moléculas mais simples

& - 000

Macromolécula Energia adicionada
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As vias catabdlicas quebram as macromoléculas em seus componentes
mais simples, liberando energia no processo.

Moléculas mais simples
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Macromolécula Energia liberada
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As vias anabélicas constroem macromoléculas por meio da combinacdo
de moléculas mais simples, utilizando energia no processo.

Moléculas mais simples

Energia adicionada

<

Macromolécula

Ermn outras palavras, as vias catabolicas e anabdlicas sao associadas pela
energia. As reagdes catabdlicas fornecem a energia necessaria para as
reacoes anabolicas.

Vias catabdlicas

Energia armazenada
no ATP

Energia liberada
do ATP

Vias anabdlicas




O catabolismo libera energia
pela oxidacao das moléculas

Glicose CO, + H;0

Energia

Energia é Energia é
armazenada liberada por
em moléculas ADP+ oi ATP  nidrélise do
de ATP ATP
Energia
Proteinas Aminoacidos

O anabolismo utiliza
energia para sintetizar
as macromoléculas

que compdem a célula

Figura 5.1 O papel do ATP no acoplamento das reacdes anabdlicas
e catabélicas. Quando moléculas complexas sao quebradas (catabo-
lismo), parte da energia é transferida e captada no ATP, e o restante é
liberado como calor. Quando moléculas simples sao combinadas para
formar moléculas complexas (anabolismo), o ATP fornece a energia
para a sintese, e outra vez parte da energia é liberada como calor.

ﬂ Como o ATP fornece energia para as reacoes de sintese?
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microbiano




metabolismo microbiano

Tabela 5.2 Vitaminas selecionadas e suas funcoes coenzimaticas

Vitamina Funcao

Vitamina B, (tiamina) Parte da coenzima cocarboxilase; tem muitas funcoes, incluindo o metabolismo do dcido pirdvico

Vitamina B, (riboflavina) Coenzima em flavoproteinas; ativa na transferéncia de elétrons

Niacina (acido nicotinico) Parte da molécula de NAD*; ativa na transferéncia de elétrons

Vitamina B, (piridoxina) Coenzima no metabolismo de aminoacidos

Vitamina B,, (cianocobalamina) Coenzima (metil-cianocobalamina) envolvida na transferéncia de grupos metil; ativa no metabolismo
de aminoacidos

Acido pantoténico Parte da molécula da coenzima A; envolvida no metabolismo do acido pirdvico e dos lipideos

Biotina Envolvida nas reacoes de fixacdo do didxido de carbono e na sintese de acidos graxos

Acido félico Coenzima utilizada na sintese de purinas e pirimidinas

Vitamina E Necessdaria para a sintese celular e macromolecular

Vitamina K Coenzima utilizada no transporte de elétrons

*NAD, nicotinamida adenina dinuclectideo.
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Reducéao
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Molécula organica Coenzima NAD+ Molécula organica NADH + H*
que inclui dois atomos (carreador de elétrons) oxidada (préton) (carreador de

de hidrogénio (H) elétrons reduzido)
\ J

Oxidacao
Figura 5.10 Oxidacao biolégica representativa. Dois elétrons e dois protons (juntos equivalem a dois atomos de hidrogénio) sao transferidos

de uma molécula de substrato organico para uma coenzima, NAD". O NAD " na verdade, recebe um atomo de hidrogénio e dois elétrons, e um
préton é liberado no meio. NAD ™ é reduzida a NADH, molécula mais rica em energia.
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as coenzimas podem auxiliar a enzima aceitando atomos removidos
do substrato ou doando atomos requeridos pelo substrato

ou seja, atuam como carreadores de elétrons

exemplos de coenzimas importantes

* nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)

* nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP™)
* flavina mononucleotideo (FMN)

» flavina adenina dinucleotideo (FAD)

MIGRO

» coenzima A (CoA) Al




A glicdlise produz ATP e
reduz NAD" a NADH,
enquanto oxida a
glicose a acido pinivico.
Ma respiragio, o acido
pinivico & convertido no
primeiro reagente do
ciclo de Krebs, o acetil-
CoA.

O ciclo de Krebs produz
algum ATP pela
fosforilagdo a nivel de
substrato, reduz os
carreadores de elétrons
NAD" e FAD e libera
CO,. Os carreadores da
glicdlise e do ciclo de
Krebs doam elétrons
para a cadeia de
transporte de elétrons.

Ma cadeia de transporte
de elétrons, a energia
dos elétrons é utilizada
para produzir uma
grande quanfidade de
ATP por fosforilagio
oxidativa.

Na respiracéo, o aceptor
final de elétrons & uma
molécula produzida fora
da célula.

respiracao

Cadeia de

transporte
de elétrons

e quimiosmose

fermentacao

Ma fermentacio, o
o aceptor final € uma
molécula produzida na
célula.

Ma fermentacgio, o
acido pirdvico e os
elétrons carreados
pelo NADH da glicdlise
s80 incorporados nos
produtos finais da
fermentagio.

Ciclo de

microrganismos utilizam dois :
resplrag&u e fermentacao. Ambos normalmente se

iniciam com a glicélise, porém seguem vias seguintes
distintas, dependendo da disponibilidade de oxigénio.

Uma versao menor desta figura geral sera incluida em
outras figuras ao longo do capitulo, para indicar as
relagbes das diferentes reagbes com os processos
globais de respiracdo e fermentacao.
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Figura 5.14 Cadeia de transporte de elétrons (sistema). O diagrama no detalhe indica a relacao da cadeia de transporte de elétrons com
0 processo geral da respiracao. Na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial apresentada, os elétrons sao transferidos ao longo da cadeia
passo a passo, de forma gradual, assim a energia é liberada em quantidades administraveis (ver Figura 5.16 para aprender onde o ATP é formado).
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Figura 5.16 Transporte de elétrons e a geracao quimiosmotica de ATP. Os carreadores de elétrons sao organizados em trés complexos, e
os prétons (H") sao bombeados através da membrana em trés pontos. Na célula procariética, os prétons sao bombeados através da membrana
plasmaética a partir do lado citoplasmatico. Na célula eucariética, eles sao bombeados a partir do lado da matriz da membrana mitocondrial para
o lado oposto. O fluxo de elétrons é indicado com setas vermelhas.




Figura 5.17 Resumo da respiracao aerdbia em procariotos. A glicose é completamente quebrada em diéxido de carbono e dgua, e ATP é
gerado. Esse processo tem trés fases principais: a glicélise, o ciclo de Krebs e a cadeia de transporte de elétrons. A etapa preparatéria estd entre a
glicélise e o ciclo de Krebs. O evento essencial na respiracao aerdbia é que os elétrons sdo extraidos dos intermedidrios da glicélise e do ciclo de
Krebs por NAD " ou FAD e carreados por NADH ou FADH, até a cadeia de transporte de elétrons. NADH também é produzida durante a conversio
de acido pirtvico em acetil-CoA. A maioria do ATP gerado pela respiracdo aerébia é produzida pelo mecanismo de quimiosmose durante a fase
da cadeia de transporte de elétrons; isso é chamado de fosforilacao oxidativa.

»_ 3aaTP
+ 12 H* PN




Tabela 5.3 Producao de ATP durante a respiracao aerébia procariética de uma molécula de glicose

Fonte
Glicolise
1. Oxidacao da glicose a acido pirdvico

2. Producao de 2 NADH

Etapa preparatoria

1. Formacao de acetil-CoA produz 2 NADH

Ciclo de Krebs

1. Oxidacao do succinil-CoA a acido succinico

2. Producéo de 6 NADH

3. Producéo de 2 FADH

Rendimento em ATP (método)

Ghcalma 2 ATP (fosforilacdo a nivel de substrato)

> AP 6 ATP (fosforilacio oxidativa na cadeia de transporte de

elétrons)

6 ATP (fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte de

Ciclo de Krebs
elétrons)
| 2 GTP (equivalente ao ATP; fosforilacao a nivel de subs-
ATP trato)

18 ATP (fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte
de elétrons)

4 ATP (fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte de
elétrons)

Total: 38 ATP

Cadeia de Q(:}
transporte de
elétrons e quimiosmose




fermentacao

*libera energia a partir de agucares ou outras moleculas
organicas, como aminoacidos, acidos organicos, purinas e
pirimidinas

*Nao requer oxigénio (mas pode ocorrer na sua presenca)

*nao requer a utilizacéo do ciclo de Krebs ou de uma
cadeia de transporte de elétrons

- utiliza uma molécula organica sintetizada na célula como
aceptor final de elétrons



Figura 5.18 Fermentacao. O diagrama indica a relacao da fermentacao com os processos globais de producao de energia. (a) Uma visao geral
da fermentacao. O primeiro passo & a glicolise, a conversao da glicose em acido piravico. No segundo passo, as coenzimas reduzidas da glicélise
ou suas alternativas (NADH, NADPH) doam seus elétrons e fons hidrogénio ao acido pirdvico ou a um derivado para formar um produto final da

fermentacao. (b) Produtos finais de varias fermentagdes microbianas.




Figura 5.18 Fermentacao. O diagrama indica a relacao da fermentacao com os processos globais de producao de energia. (a) Uma visao geral
da fermentacao. O primeiro passo & a glicolise, a conversao da glicose em acido piravico. No segundo passo, as coenzimas reduzidas da glicélise
ou suas alternativas (NADH, NADPH) doam seus elétrons e fons hidrogénio ao acido pirdvico ou a um derivado para formar um produto final da
fermentacao. (b) Produtos finais de varias fermentagdes microbianas.

fcido pirdvi

Streptococcus, Saccharomyces Propionibacterium Clostridium Escherichia, Enferobacter

Organismo Lactobacillus, (levedura) Salmonella
Bacillus
Acido lactico Etanol Acido propidnico,  Acido butirico, Etanoal, Etanol,
. e CO, acido acetico, butanol, acetona, acido lactico, acido lactico,
Procuto(s) finais CO,, e H, alcool isopropilico dcido succinico,  acido férmico,
rmentagao e CO, acido acético, butanodiol, acetoina

G‘[}E, e HE GDE, 2 HE

(b)




Tabela 5.5 Respiracao aerdbia, respiracao anaerobia e fermentacao

Processo de producao
de energia

Respiracao aerdbia

Respiracdo anaerébia

Fermentacao

Condicoes de
crescimento

Aerdbio

Anaerobio

Aerobiose ou anaerobiose

Aceptor final de
hidrogénio (elétrons)

Oxigénio molecular (O,)

Geralmente uma subs-
tancia inorganica (como
_ I I—

NO,, S0, ouCO, ),
mas Nao o0 oxigénio mo-
lecular (O,)

Uma molécula organica

Tipo de fosforilacao
utilizada para gerar ATP

A nivel de substrato e oxi-
dativa

A nivel de substrato e oxi-
dativa

A nivel de substrato

Moléculas de ATP
produzidas por
molécula de glicose

36 (eucariotos)
38 (procariotos)

Variavel (menos de 38,
porém mais de 2)




Fatores fisicos e quimicos no
crescimento de microrganismos

Prof. José Belasque
Departamento de Fitopatologia e Nematologia ESALQ/USP
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) fatores fisicos

> As temperaturas nesta faixa destroem

niororee lovam mais lompe, temperatura

} Crescimento bacteriano muito lento.

» Rapido crescimento de bactérias;
algumas podem produzir toxinas.

Muitas bactérias sobrevivem; algumas podem crescer.

~ Temperaturas de refrigeracao; podem permitir o crescimento
lento de bactérias deteriorantes, poucos patégenos.

Menhum crescimento significativo em temperaturas abaixo
do congelamento.

Figura 6.2 Temperaturas de preservacao de alimentos. As baixas tempera-
turas reduzem as velocidades de reproducao microbiana, sendo esse o principio
basico da refrigeracao. Sempre ha alguma excecdo para as respostas as tempe-
raturas mostradas aqui; por exemplo, certas bactérias crescem bem em tempe-
raturas elevadas que matariam a maioria das bactérias, e algumas podem, na
verdade viver em temperaturas bem abaixo do nivel de congelamento.




Reacdes enzimaticas ocorrendo
na maior velocidade possivel

Reacdes enzimaticas ocorrendo
em velocidades cada vez maiores

Taxa de crescimento

Minima

> Otima

Maxima \

P
\

Temperatura /

Gelificacao da membrana; pro-
cessos de transportes tao lentos
que nao permitem o crescimento

Desnaturacao proteica; colapso
da membrana citoplasmatica;
lise térmica

Figura 5.19 As temperaturas cardeais: minima, 6tima e maxima.
Os valores reais podem variar significativamente em diferentes organismos

(ver Figura 5.20).




| Velocidade de crescimento

temperatura

Termdfilos

Hipertermdfilos

fatores fisicos

Mesdfilos
Psicrotroficos
Psicrofilos
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Temperatura ("C)

Figura 6.1 Velocidades de crescimento carac-
teristicas de diferentes tipos de microrganis-
mos em resposta a temperatura. O pico da
curva representa o crescimento étimo (reprodu-
¢ao mais rapida). Observe que a velocidade de
crescimento decresce rapido para temperaturas
apenas um pouco acima do étimo. Nos extremos
da faixa de temperatura, a velocidade de repro-
ducdo é muito menor que a velocidade na tem-
peratura otima.
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Exemplo: Hiperterméfilo Hiperterméfilo

Geobacillus stearothermophilus  Exemplo: Exemplo: )
m Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
o Exemplo: 60°
E Escherichia coli 88’ 106°
§=
>
&)
o | Exemplo:
E Polaromonas vacuolata
3
l |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temperatura (°C)

Figura 5.20 Relacbes entre temperatura e crescimento de microrganismos de diferentes classes térmicas. A temperatura 6tima de cada tipo de

organismo é apresentada no grafico.




fatores fisicos

muitas bacterias crescemem pH6,5a7,5

muitos fungos crescem em pH 5,0
*ha excecoes

*neutrofilos

cacidofilos

calcalbfilos (ou alcalifilicos)



Tabela 5.2 Relacgoes dos microrganismos e pH

pH aproximado
Classe fisiologica  para crescimento
(faixa otima) otimo Exemplo de organismo®
Neutrofilos I Escherichia coli
(pH > 5,5 e < 8)
Acidofilos (pH < 5,5) 5 Rhodopila globiformis
3 Acidithiobacillus ferrooxidans
1 Picrophilus oshimae
Alcalifilicos (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus
9 Bacillus firmus
10 Natronobacterium gregoryi

“Picrophilus e Natronobacterium sao do dominio Archaea; todos os outros sdo do
dominio Bacteria.




Halotolerante [l Halofilo

Exemplo: Exemplo:

Staphylococcus Aliivibrio fischeri Exemplo:
aureus Halobacterium

salinarum

|

Taxa de crescimento

Nao haldfilos
Exemplo:
Escherichia

coli \

0 5 10 15 20

NaCl (%)

Figura 5.26 Efeito da concentracdo de NaCl no crescimento de
microrganismos com diferentes tolerancias ou necessidades de sal.
A concentracao de NaCl 6tima para microrganismos marinhos, como Aliivibrio
fischeri, € de cerca de 3%; para haldfilos extremos, € entre 15 e 30%, depen-
dendo do organismo.

pressao osmaotica

osmofilos
crescem em ambientes ricos
em acucares

xerofilos
crescem em ambientes com
baixa disponibilidade de agua




cultivo de microrganismos

temperatura, pH
pressao osmaotica

temperatura e pH influenciam fortemente a acao de
enzimas e o metabolismo microbiano

pressao osmotica influencia a movimentacao de agua,

nutrientes e outras moléculas para o interior/exterior da
célula



nutrientes fatores quimicos

emacronutrientes

micronutrientes e elementos-traco

efatores de crescimento



macronutrientes fatores quimicos

carbono

*presente em todos compostos organicos
*metade peso seco celulas

*absorvido de compostos organicos
(heterotroficos) ou CO, (autotroficos)



macronutrientes fatores quimicos

nitrogénio, enxofre e fosforo

proteinas (N e S)
*ATP e fosfolipideos
*DNA e RNA(N e P)



macronutrientes fatores quimicos

nitrogénio, enxofre e fosforo

eabsorcao N: proteinas, amoénio (NH,*), aménia
(NH,), nitratos (NO;~) ou N, (nitrogénio gasoso)

eabsorcao S: alguns aminoacidos e sulfato
(SO,7)

*absorcéo P: fosfato (PO,3)



macronutrientes fatores quimicos

calcio, magneésio e potassio

ecofatores para reacoes enzimaticas

micronutrientes

ecofatores enzimaticos

e, Cu, Zn, Mo e outros



nutrientes fatores quimicos

efatores de crescimento

COMpPOStos organicos essenciais nao sintetizados pelos
microrganismos

exemplos: vitaminas e alguns aminoacidos



Tabela 3.1

Micronutrientes requeridos pelos microrganismos®

|. Elementos-traco

Il. Fatores de crescimento

Elemento Funcao Fator de crescimento Funcéo
Boro (B) Autoindutor de quorum sensing (comunicacao PABA (acido Precursor do &cido folico
célula-célula) em bactérias; também encontrado p-aminobenzoico)
em alguns antibiéticos policetideos Acido félico Metabolismo de um carbono;
Cobalto (Co) Vitamina B,,; transcarboxilase (apenas em bactérias transferéncia de grupos metil
do acido propidnico) Biotina Biossintese de acidos graxos; algumas
Cobre (Cu) Na respiracao, citocromo ¢ oxidase; na fotossintese, reacoes de fixacao de CO,

Ferro (Fe)°

Manganés (Mn)

plastocianina, presente em alguns superoxido
dismutases

Citocromos; catalases; peroxidases; proteinas de
ferro e enxofre; oxigenases; todas as nitrogenases

Ativador de muitas enzimas; componente de
algumas superdxido dismutases e da enzima
que guebra a molécula de agua em fototrafos
oxigénicos (fotossistema Il)

B,, (Cobalamina)

B, (Tiamina)
B, (Piridoxal)

Acido nicotinico (Niacina)
Riboflavina
Acido pantoténico

Metabolismo de um carbono; sintese de
desoxirribose

Reacdes de descarboxilagao

Transformacoes de aminoacidos e
cetoacidos

Precursor de NAD™

Precursor de FMN, FAD

Precursor da coenzima A

Molibdénio (Mo) Certas enzimas contendo flavina; algumas Acido lipoico Descarboxilacao de piruvato e
nitrogenases, nitrato redutases, sulfito oxidases, a-cetoglutarato
DMSO-TMAQ redutases; algumas formato- Vitamina K Transporte de elétrons

-desidrogenases

Niquel (Ni) Maioria das hidrogenases; coenzima F .,
dos metandgenos; monoxido de carbono
desidrogenase; urease

Selénio (Se) Formato desidrogenases; algumas hidrogenases;
0 aminoacido selenocisteina

Tungsténio (W)  Algumas formato-desidrogenases; oxotransferases
dos hipertermafilos

Vanadio (V) Vanadio nitrogenase; bromoperoxidase

Zinco (Zn) Anidrase carbonica; polimerases de acido nucleico;

muitas proteinas de ligacdo ao DNA

*Nem todos os elementos-traco ou fatores de crescimento sao requeridos por todos os organismos.
b, . . . . .
O ferro &€ nomalmente requerido em guantidades maiores do que os outros metais-trago apresentados.




fatores quimicos

Tabela 5.2 Vitaminas selecionadas e suas funcoes coenzimaticas

Vitamina Funcao

Vitamina B, (tiamina) Parte da coenzima cocarboxilase; tem muitas funcoes, incluindo o metabolismo do dcido pirdvico

Vitamina B, (riboflavina) Coenzima em flavoproteinas; ativa na transferéncia de elétrons

Niacina (acido nicotinico) Parte da molécula de NAD*; ativa na transferéncia de elétrons

Vitamina B, (piridoxina) Coenzima no metabolismo de aminoacidos

Vitamina B,, (cianocobalamina) Coenzima (metil-cianocobalamina) envolvida na transferéncia de grupos metil; ativa no metabolismo
de aminoacidos

Acido pantoténico Parte da molécula da coenzima A; envolvida no metabolismo do acido pirdvico e dos lipideos

Biotina Envolvida nas reacdes de fixacdo do didxido de carbono e na sintese de acidos graxos

Acido félico Coenzima utilizada na sintese de purinas e pirimidinas

Vitamina E Necessaria para a sintese celular e macromolecular

Vitamina K Coenzima utilizada no transporte de elétrons

*NAD, nicotinamida adenina dinuclectideo.




fatores quimicos

OXIgénio

caerobios vs. anaerobios

formas toxicas de O,

radical superdxido (anion superoxido) O, superoxido dismutase

A - catalase

anion peroxido 0,% .
peroxidase

ozOnio O,

radical hidroxila OH-



fatores quimicos

OXIgénio

Reagentes Produtos
O, +e — Oy (superoxido)
O, +e + 2H"— H,0, (peréxido de hidrogénio)
HO; + e + H == H,O + OH* (radical hidroxila)
OH®* + & + H == H,0 (agua)
Resultado:

O, + 4 + 4H = 2H,0

Figura 5.29 Reducao de quatro elétrons de 0, a H,0 pela adicao se-
quencial de elétrons. Todos os intermediarios formados sao reativos e toxi-

cos as celulas; exceto a agua.




H,O, + H,O0,7 2H,0 + O,

() Catalase fatores quimicos

H,0, + NADH + H* = 2H,0 + NAD*

(b) Peroxidase

O, + 0, + 2H*=> H,0, + O,

(c) Superodxido dismutase

40, + 4H"= 2H,0 + 30,

(d) Superoxido dismutase/catalase em conjunto

O, + 2 H" + rubredoxina, 4, iga = H20s + rubredoxinag,iqada

(e) Superdxido redutase

Figura 5.30 Enzimas que destroem espécies toxicas de oxigénio.
(a) Catalases e (b) peroxidases sao proteinas contendo porfirina, embora algu-
mas flavoproteinas possam também consumir espécies toxicas de oxigénio.
(c) As superoxido dismutases sao proteinas contendo metal, como, por exem-
plo, cobre e zinco, manganés ou ferro. (d) Reacao combinada de superoxido
dismutase e catalase. (¢) A superoxido redutase catalisa a reducao de um ele-
tronde 0, a H,0,.




Tabela 5.5 Relacoes dos microrganismos com o oxigénio

Grupo Relagdo com O, Tipo de metabolismo Exemplo® Habitat®

Obrigatorios Exigido Respiracao aerobia Micrococcus luteus (B) Pele, poeira

Facultativos Nao exigido, mas com melhor Respiracao aerobia, respiracao  Escherichia coli (B) Intestino grosso de mamiferos
crescimento em O, anaerobia, fermentacéo

Microaercfilos  Exigido, mas em niveis inferiores  Respiracao aerobia Spirillum volutans (B) Agua de lagos

aos atmosféricos

Anaerodbios

Aerotolerantes  Nao exigido, sem melhor Fermentacao Streptococcus Trato superior
crescimento na presenca de O, pyogenes (B)
Obrigatorios Nocivo ou letal Fermentacao ou respiracao Methanobacterium Lodo de esgoto, sedimentos
anaerobia formicicum (A) de lagos anoxicos

“As letras entre parénteses indicam o status filogenético (B, Bacteria; A, Archaea). S0 conhecidos representantes de cada dominio de procariotos em todas as categorias.
A maioria dos eucariotos & aerdbia obrigatoria, embora sejam conhecidos aerdbios facultativos (p. ex., leveduras) e anaerdbios obrigatorios (p. ex., certos protozoarios e
fungos).

®Sao listados os habitats tipicos de cada exemplo de organismo; muitos outros poderiam ser listados.




Tabela 6.1

Efeito do oxigénio
no crescimento

Crescimento bac-
teriano em tubo
com meio de cultu-
ra sélido

Explicacoes para
os padroes de cres-
cimento

Explicagoes para
os efeitos do oxi-
génio

a. Aerdbios
obrigatérios

Somente crescimen-
to aerébio; o oxigé-
nio é reguerido.

Crescimento 50-
mente onde altas
concentracbes de
oxigénio estao difun-
didas no meio.

A presenca das
enzimas catalase e
superoxido dismu-
tase (SOD) permite
que as formas toxicas
do oxigénio sejam
neutralizadas; pode
utilizar oxigénio.

b. Anaerdbios
facultativos

Crescimento aerébio
e anaerdbio; cresci-
mento maior na pre-
senca de oxigénio.

Crescimento ocorre
preferencialmente
onde mais oxigénio
esta presente, em-
bora possa ocorrer
em toda extensao
do tubo.

A presenca das
enzimas catalase e
SOD permite que
as formas toxicas
do oxigénio sejam
neutralizadas; pode
utilizar oxigénio.

0 efeito do oxigénio no crescimento de varios tipos de bactérias

c. Anaerdbios
obrigatérios

Apenas crescimento
anaerdbio; o cresci-
mento cessa na pre-
senca de oxigénio.

Crescimento so-
mente onde ndo ha
oxigénio.

Auséncia das enzi-
mas que neutralizam
as formas téxicas do
oxigénio; ndo tolera
OXigénio.

d. Anaerdbios
aerotolerantes

Apenas crescimento
anaer6bio; o cres-
cimento continua
na presenca de oxi-
génio.

Crescimento homo-
géneo ao longo da
extensdo do tubo;
0 OXigénio nao tem
efeito.

A presenca de uma
enzima, SOD, per-
mite que as formas
toxicas do oxigénio
sejam parcialmente
neutralizadas; tolera
OXigénio.

e. Microaeréfilos

Crescimento somen-
te aerdbio; oxigénio
requerido em baixa
concentracao.

Crescimento onde
hd uma baixa
concentracao de
oxigénio difundido
no meio.

Producao de quan-
tidades letais de
formas toxicas do
OXigénio se expostos
ao oxigénio atmosfé-
rico normal.




fatores quimicos

emacronutrientes
C,N,P, S, H, Na, Ca, Mg, Cl, K

‘micronutrientes e elementos-traco
Fe, Mn, Co, Cu, Zn, Mo, Ni

efatores de crescimento
*0XIgEenio

*agua



melos de cultura
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cultivo de microrganismos

fisicos guimicos
temperatura nutrientes

olg OXIgEnIo
pressao osmotica agua




cultivo de microrganismos

fisicos guimicos
temperatura nutrientes

olg OXIgEnIo
pressao osmotica agua

preparado de nutrientes para o crescimento de
microrganismos em laboratorio



Tabela 6.5 Meiode cultura

Tipo

Quimicamente definido

Complexo

Redutor

Seletivo

Diferencial

Enriquecimento

Finalidade

Crescimento de guimioautotréficos
e fotoautotroficos; ensaios microbio-
|6gicos.

Crescimento da maioria dos organis-
mos quimio-heterotréficos.

Crescimento de anaerobios obriga-
torios.

Supressao de microrganismos inde-
sejados; favorecimento dos microrga-
nismos de interesse.

Diferenciacdo das coldnias dos
microrganismos de interesse em rela-
(a0 a0s OuUtros.

Similar ao meio seletivo, mas elabo-
rado para aumentar o numero de mi-
crorganismos de interesse até niveis
detectaveis.

tipos de meio de cultura

solido ou liquido

complexo ou quimicamente definido
enriquecido
seletivo

diferencial




Tabela 6.3 Meio de cultura definido para
Leuconostoc mesenteroides

Carbono e energia Tabela 6.2 Meio quimicamente definido parao
Glicose, 25 g crescimento de um quimio-heterotréfico
Sai tipico, como Escherichia coli
ais

Componentes Quantidades
NH,Cl, 3 g

Glicose 50
K,HPO,* 06 g

Fosfato de amonio, monobasico (NH,H,PO,) 1g
KH,PO,* 0,6 g ’

Cloreto de sédio (Nadl) 50
MgS0,, 0,1 g

Sulfato de magnésio (MgsO,7H,0) 02g
Aminoacidos, 100 a 200 pg cada :

Fosfato de potassio, dibasico (K,HPO,) 1g

Alanina, arginina, asparagina, aspartato, cistelna, fenilalanina, gluta-
mato, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metioni- Agua 1 litro
na, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosing, valina

Purinas e pirimidinas, 10 mg de cada

Adenina, guanina, uracila, xantina

Tabela 6.4 Composicao do agar nutriente, meio
complexo para o crescimento de bactérias

Acido nicotinico, &cido p-aminobenzoico, biotina, folato, pantotena- heterotroficas

to, piridoxal, piridoxamina, piridoxina, riboflavina, tiamina

Vitaminas, 0,01 a 1 mg cada

Componentes Quantidades

Elementos Tracos, 2a 10 pg cada , o
Peptona (proteina parcialmente digerida) 50

Fe, Co, Mn, Zn, Cu, Ni, Mo

Extrato de carne 3g
Tampao, pH7 Cloreto de sédio 89
fi'\cetato de sédio, 25 g Agar 159
Agua destilada, 1.000 ml Agua 1 litro

*Também serve como tampéo



Tabela 3.2 Exemplos de meios de cultura para microrganismos com requerimentos nutricionais simples e exigentes®

Meio de cultura definido
para Escherichia coli

Meio de cultura definido para
Leuconostoc mesenteroides

Meio de cultura complexo para
E. coli ou L. mesenteroides

Meio de cultura definido para
Thiobacillus thioparus

K;HPO, 7 g

KH,PO, 2 g

(NH,).,S0, 19

MgSO, 0,1 g

CaCl, 0,02 g

Glicose 4-10 g

Elementos-traco (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)
2-10 pg cada

Agua destilada 1.000 mL

pH 7

(@

“As fotos séo tubos do (a) meio definido descrito e do (b) meio complexo descrito. Observe como o meio complexo é colorido devido aos varios extratos orgénicos e

K,;HPO, 0,6 g

KH,PO, 0,6 g

NH,CI3 g

MgS0O, 0,1 g

Glicose 25 g

Acetato de sodio 25 g

Aminoacidos (alanina, arginina, asparagina,
aspartato, cisteina, glutamato, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptofano, tirosina, valina)
100-200 pg cada

Purinas e pirimidinas (adenina, guanina,
uracila, xantina) 10 mg cada

Vitaminas (biotina, folato, acido nicotinico,
piridoxal, piridoxamina, piridoxina,
riboflavina, tiamina, pantotenato, acido
p-aminobenzoico) 0,01-1 mg cada

Elementos-traco (como na primeira coluna)
2-10 pg cada

Agua destilada 1.000 mL

pH 7

Glicose 15 g

Extrato de levedura 5 g
Peptona 5 g

KH,PO, 2 g

Agua destilada 1.000 mL
pH 7

(b)

restos digestivos gque ele contém. Créditos da foto: Cheryl L. Broadie e John Vercillo, Southern lllinois University em Carbondale.

KH,PO, 0,5 g

NH,CI0,5 g

MgSO, 0,1 g

CaCl, 0,05 g

KCI0,5¢g

Na,S,0,2 g

Elementos-traco (como na
primeira coluna)

Agua destilada 1.000 mL

pH 7

Fonte de carbono: CO, do ar




Staphylococcus
epidermidis

N

Figura 6.10 Meio diferencial. Este meio é o agar hiperténico mani-
tol, e as bactérias capazes de fermentar o manitol em &cido (Staphylo-
coccus aureus) causam a mudanca de coloracao do meio para amarelo.
Isso diferencia entre as bactérias que fermentam o manitol e aquelas
que nao o fazem. Na verdade, este meio também é seletivo, uma vez
que a alta concentracao de sal impede o crescimento da maioria das
bactérias, mas nao de Staphlylococcus sp.

Colbnias
bacterianas

\

Hemoalise

o

2 mm

Figura 6.9 Agar-sangue, meio diferencial contendo hemacias.
As bactérias provocaram a lise das hemacias (3-hemdlise), produzindo
zonas claras ao redor das colénias.
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Figura 3.2 Coldnias bacterianas. Colonias sdo massas visiveis de
células originadas de sucessivas divisoes de uma ou poucas células, podendo
conter mais de um bilhao (1 0°) de células individuais. (a) Serratia marcescens,
cultivada em agar MacConkey. (b)Ampliacao das colonias apresentadas em (a).
(c) Pseudomonas aeruginosa cultivada em &gar tripticase soja. (d) Shigella fle-
xneri cultivada em agar MacConkey.




Coldbnias

(a) (b)

Figura 6.11 Método de esgotamento utilizado para isolar cultu-
ras puras de bactérias. (a) As setas indicam a direcao do esgota-
mento. A série de estrias 1 é feita com a cultura bacteriana original.
A alca de inoculacao é esterilizada ap6s cada série de estrias. Nas
séries 2 e 3, a alc¢a retira bactérias da série anterior, reduzindo cada
vez mais o numero de células. Ha inimeras variacbes dessa técnica.
(b) Na série 3 deste exemplo, observe que foram obtidas colénias de
bactérias bem isoladas de dois tipos diferentes, vermelho e amarelo.




W

[0 tubo & novamente ]

para esterilizacao passada pela chama esteril da alca flambado

para esterilizacao entra no tubo

a alca & novamente
esterilizada

A alca é aquecida ] [C} tubo é destampado [A ponta do tubo & ] [Apenas a porcao

O tubo é fechado; ]

Figura 3.3 Transferéncia asséptica. Apés o tubo ser vedado no final, a alca é novamente esterilizada antes de ser dispensada.




As estrias subsequentes
estao em angulo com
a primeira estria

Coldnias isoladas ao Crescimento confluente
final da semeadura no inicio da semeadura

Y
1. A alca é esterilizada e uma porcao 2. A semeadura inicial é realizada 3. Aspecto de uma placa bem-semeada ap6s
do inéculo é removida do tubo em uma porcao da placa a incubacao mostra colénias da bactéria

Micrococcus luteus em uma placa de
agar-sangue

\ ) James A. Shapiro, University of Chicago

Figura 3.4 Técnica de semeadura por esgotamento, para a obtencao de culturas puras. A cobertura da placa deve ser aberta apenas o suficiente para
permitir a manipulacao para o estriamento.




guantificando o crescimento
de microrganismos
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Parede celular Membrana plasmatica

A célula se alonga
e 0 DNA é replicado.

e A parede celular
e a membrana
plasmatica iniciam
a constricao.

microrganismos crescem
em populacoes

e Paredes
intermediarias se
formam, separando
completamente as

duas copias de DNA.

o As células se
separam.

(a) Um diagrama da sequéncia da divisao celular.



Conidiésporos
em espirais

Filamento

(a) Desenho de um estreptomiceto tipico, mostrando o seu crescimento
filamentoso e ramificado, com conidiésporos assexuados reprodutivos na

ponta dos filamentos.

Filamento Conidiésporos em espirais

Cicatriz do broto

@ 4 um

Figura 12.4 Levedurade brotamento. Micrografia de Saccharomyces
cerevisiae em diversos estagios do brotamento.

et : 4
(b) Espirais de conidiésporos sustentados pelos filamentos do = — MIER
estreptomiceto. 5 um 81500 A

(©)

Fligura 11.25 Streptomyces.



Artroconidio

? 4

Pseudo-hifa

(a) Os conidios estao organizados | (b) A fragmentacao da hifa resulta — (c) Os blastoconidios sao formados —

em cadeias na extremidade de um 12 pm na formacao de artroconidios em 2,5 pm a partir de brotos de uma célula 13 pm
conidiéforo de Aspergillus niger. Ceratocystis ulmi. parental de Candida albicans.

Esporangiosporos

Esporangioforo

(d) Os clamidoconidios sao células de — (e) Os esporangiosporos sao formados —
paredes espessas no interior das hifas de Spm no interior do esporangio de Rhizopus S pm
Candida albicans. stolonifer.

‘igura 12.6 Esporos assexuados caracteristicos.



Numero de Log4p do numero

geracoes Ndmero de células de células
0 20 = 1 0
5 Representacao visual dos niumeros
5 27 = 32 1,51
10 210 — 1.024 3,01 ;
16
15 216 = 32.768 4 52 4 02 eese
16 2" = 65.536 482 9 23 essescee
17 21?= 131.072 512 i6 24 sSesOORRRRRRRRRRN
18 ! 32 25 LE R A AR R NN NS NN NN NS RERERER RS NEDS;
18 2% = 262.144 5,42
19 219 = 524.288 5,72 (a) Representacao visual do aumento do nimero de bactérias ao
20 220 — 1.048.576 6,02 longo de cinco geragdes. O numero de bactérias dobra em cada
geracdo. O numero sobrescrito indica a geracao; ou seja, 25=5
geracdes.

(b) A conversao do numero de células em uma populacdo na expressao
logaritmica deste niumero. Para chegar aos numeros da coluna central, use
a fungéo y* em sua calculadora. Digite 2 na calculadora, pressione y*;
digite 5; entdo pressione o sinal de =. A calculadora mostrara o numero 32.
Portanto, a populagao de bactérias da quinta geracao totalizara 32 células.
Para chegar aos numeros da coluna a direita, utilize a funcéo log da sua
calculadora. Digite o numero 32; entao pressione a funcao log.

A calculadora mostrara, arredondado, que o log,p de 32 é 1,51.

Figura 6.13 Divisao celular.

alguns conceitos importantes
tempo de geracao e notacOes aritmética e logaritmica




(1.048.576)

— 1.000.000
6 (Logo = 6,02) —
’
’
’
’
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b S (524.288) g
i Logyq = 3,01 .
5 af (Logqg ) ;.ﬂ" —500.000 S
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= (Logyp = 1,51) ,‘; =
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5 2 g (262.144)
3 o’
Figura 6.14 Curva de crescimento para uma populacao crescendo /
exponencialmente, representada logaritmica (linha pontilhada) e 1= P (131.072)
aritmeticamente (linha cheia). Para fins de demonstracao, este gréa- oy 65.536
fico foi desenhado de forma que as curvas aritméticas e logaritmicas g (65. ) —4100.000
se cruzassem em 1 milhdo de células. Essa figura demonstra por que, » (32)  (1024) (32.768)
em vista do grande numero das populacées bacterianas, é necessaria ﬂ“'
a mudanca grafica da representacao aritmética para a logaritmica. Por 0 5 10 15
exemplo, observe que, até a décima geracao, a curva da representa- Geracoes

cao aritmética ainda nao se ergueu de maneira perceptivel dalinha de
base, ao passo que a curva logaritmica para a décima geracao (3,01) ja
esta no meio do gréfico.




o Fase lag e Fase log o Fase estacionaria o Fase de morte

Atividade de Logaritmica, ou Periodo de equilibrio; A populacéo
preparacao intensa exponencial, as mortes microbianas decresce em uma
para o crescimento aumento da sao equilibradas com velocidade

da populacao, populagao. a producao de novas logaritmica.
porém nao ha células.

um aumento

O crescimento
logaritmico na fase log é
devido a reproducéao por
fissao binaria (bactérias)
ou mitose (leveduras).

na populacao.

Log do numero de bactérias

10

0 5
Tempo (h)
CONCEITOS-CHAVE

As populacdes bacterianas seguem uma série sequencial de fases
de crescimento: fases lag, log, estacionaria e de morte.

Staphylococcus spp.

O conhecimento da curva de crescimento bacteriano é crucial para
a compreensao da dinamica e controle das populagdes no curso de
doencas infecciosas, na preservacao e na deterioracao de
alimentos, bem como em processos microbiolégicos industriais,
como na producéao de etanol.




como medir populacoes de microrganismos?

metodos de contagem direta

» diluicao seriada
e filtracao




A/‘Lﬂ\‘/‘m\‘/’m\/m\l.

Inéculo original | ol e Sk
em cada tubo
Diluicdes 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000 1:100.000
imL imL imL imL imL

Plaqueamento = & == &

ATH1&
p

. i
1:10 1:1.000 1:10.000 1:100.000
(1071 (1073) (107%) (1079)

Calculo: numero de colénias na placa x reciproca da diluicdo da amostra = nimero de bactérias/mL.
(Por exemplo, se existirem 54 colénias em uma placa de diluicao 1:1.000, entao a contagem é 54 x 1.000 = 54.000 bactérias/mL na amostra.)

Figura 6.16 Diluicoes seriadas e contagens em placas. Nas diluicoes seriadas, o indculo original é diluido em uma série de tubos de dilui¢ées.
Nesse exemplo, cada tubo de diluicao subsequente tem apenas um décimo do numero de células microbianas do tubo anterior. Posteriormente,
amostras de todas as diluicoes sao utilizadas para inocular placas de Petri, nas quais as colénias crescem e podem ser contadas. Essa contagem &,

entdo, utilizada para estimar o nimero de bactérias na amostra original.




(a)

o Inoculacdo em
uma placa vazia.

Adicao de ( -
o éga'qra:utriente A\ Q

fundido.

Método de incorporagao
em placa (pour plate)

Diluicao
bacteriana

o Agitacdo em (}' T
circulo para — /)

homogeneizar.

o As colonias

crescem na
superficie e
no interior
do meio
solidificado.

Figura 6.17 Métodos de preparacao das placas para contagem. (a) Método de incorporacao em placa. (b) Método de espalhamento em

placa.

(b) Método de espalhamento em placa

N o Inoculag@o em

uma placa
contendo meio
solido.

e As colonias

crescem apenas
na superficie do

contagem em placas




(b) Um filtro de membrana contendo bactérias (a) A populacao bacteriana em [
1.5 pm

em sua superficie, como descrito na parte (a), corpos de agua pode ser determinada

foi colocado em um agar Endo. Este meio & passando-se uma amostra por um filtro de
seletivo para bactérias gram-positivas; membrana. Aqui, as bactérias presentes
fermentadores de lactose, como os em uma amostra de agua de 100 mL
coliformes, formam colénias caracteristicas. foram retidas na superficie do filtro de
Existem 214 colbnias visiveis, de forma que membrana. Essas bactérias formam
podemos registrar a existéncia de 214 coldnias visiveis quando colocadas na
bactérias por 100 mL na amostra de agua. superficie de um meio adequado.

Flgura 6.18 Contagem de bactérias por filtracao.




4-2-0 22 6.8 50 G E1 1 8 i1 1] T BER:EzR:

4-2-1 26 0.8 70 rupo 10m

4-3-0 27 9.9 70 1 ' ' ‘ ' ' S 2 U U

4-3-1 33 10 70

4-4-0 34 14 100 sB:BaBeB 11 E1 1T
Grupo

5-0-0 23 70 2 " " TmL SJiU'U

5-0-1 31 10 70

5-0-2 43 14 100 111 1 e R e

5-1-0 a3 10 100 | &d

5-1-1 46 14 120 G":';m' ' ‘ ' ' 0,1 mL 1 i i' U'

5-1-2 63 22 150

5-2-0 49 15 150 (a) Série de diluicoes do método do nimero mais provavel (MPN).

5-2-1 70 22 170

5-2.2 94 34 230

5-3-0 79 22 220

5-3-1 110 34 250

53-2 140 52 400

(b) Tabela do MPN. A tabela do MPN nos permite calcular para uma
amostra 0s numeros microbianos que estatisticamente sao os mais
provaveis de terem levado aos resultados obtidos. O numero de tubos
positivos (amarelos) € anotado para cada grupo: no exemplo sombreado,

5, 3 e 1. Se levarmos esta combinacao para a tabela do MPN, concluiremos
gue o indice do MPN para 100 mL & 110. Estatisticamente, isso significa
gue 95% das amostras de agua que apresentaram esse resultado contém
34 a 250 bactérias, com 110 sendo o numero mais provavel.

Figura 6.19 Método do numero mais provavel (MNP).



Grade com 25 quadrados grandes

Cobertura
de vidro

Lamina

o A suspenséao bacteriana € adicionada
aqui e preenche o volume superficial
dos quadrados por acao da capilaridade.

Suspensao
bacteriana
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e Seccéo transversal de um contador de células.
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de modo que o volume da suspensao bacteriana
sobre os quadrados pode ser calculado
(profundidade x area).
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Contagem microscopica: todas as

células dispostas nos diversos quadrados
grandes sao contadas, e 0s numeros sao
calculados. O quadrado maior mostrado
aqui possui 14 células bacterianas.

O volume de fluido sobre o0 quadrado maior

€ 1/1250.000 de um mililitro. Se ele contém

14 células, como mostrado aqui, entao existem
14 x 1.250.000 = 17.500.000 células em um
mililitro.

Flgura 6.20 Contagem microsco-
pica direta de bactérias, utilizando
um contador de células de Petroff-
-Hausser. O numero médio de célu-
las no quadrado grande multiplicado
pelo fator 1.250.000 fornece o nime-
ro de bactérias por mililitro.

ﬂ Esse tipo de contagem, ape-
sar das suas desvantagens obvias,
frequentemente é utilizado para
estimar a populacao bacteriana
em laticinios. Por qué?

camaras de contagem
e Neubauer
* hemocitometro

e Buerker

* Fuchs-Rosenthal
e Thoma

* Nageotte

* Malassez




como medir populacoes de microrganismos?

metodos de contagem indireta
turbidimetria

» espectrofotometro
e colorimetro

atividade metabolica
PEeso seco




densidade dtica
absorbancia
transmitancia
comprimento onda (nm)

Figura 6.21 Determinacao do numero de
bactérias por turbidimetria. A quantidade
de luz que chega ao detector fotossensivel no
espectrofotdmetro é inversamente propor-
cional ao numero de bactérias sob condicdes
padronizadas. Quanto menos luz é transmiti-
da, mais bactérias estao presentes na amos-
tra. A turbidez da amostra pode ser expressa
na forma de 20% de transmissao ou de 0,7 de
absorbancia. As leituras de absorbancia tém
base logaritmica e, as vezes, sao Uteis para a
realizacao de um grafico.

m Por que a turbidimetria apresenta
maior utilidade na determinacao da conta-
minacao de liquidos por grandes nimeros
de bactérias do que por pequenos niume-
ros?

Fonte de luz

Luz
1
Branco
Luz dispersa
que nao alcanca

o detector

Suspensao bacteriana

Espectrofotdmetro

Detector
fotossensivel
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