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Mesmas necessidades
nutritivas que todos seres
Vivos

e

Grande maioria das bactérias sao
guimiotroficas

MICRO-ORGANISMOS

Litotroficas: Oxidam compostos
inorganicos

Organotroficas: oxidam compostos
organicos



O crescimento bacteriano exige
a presenca de nutrientes
essenciais em concentragoes
ideais para as cells e ambiente
propicio

~

Bactérias — necessitam de uma
série de exigéncias de natureza
fisica, inorgdnica e orgdnica
para seu crescimento

NO EXIT © Andy Singer

"BACTERIA
CULTURE




‘ Natureza Fisica e Inorganica )
Temperatura:

Psicréfilas: 0 a 18° C (algumas spp até abaixo de 0° C) &7
— temp. 6tima (15 a 18° C); '\

Mesodfilas: 25 a 40° C (bactérias da microbiota normal e
patogénicas) — temp. 6tima (37° C);

Termofilas: 45 a 80° C temp. 6tima (75° C) “-’
Algumas bactérias podem se desenvolver acima de 90° C
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The pH Scale

Micro-organismos necessitam de pH 6timo para crescimento
em determinados meios de cultura;

v'pH 7,0 (neutro) — microrganismos da microbiota normal
humana e patogénicos;

v'pH 3,0 (acido) — ex: Lactobacillus

v'pH 8,5-9,5 (alcalino) — ex: Vibrio Cholerae



o |

Utilizagcdo de O, como aceptor de H pelas bactérias é variavel:

v Aerébios obrigatérios
v'Microaerdfilos
v Anaerdbios facultativos

v'Anaerdbios - aerotolerantes: podem crescer em ambiente contendo
ar ou em incubadores de CO,

- moderados: crescem na presenc¢a de 2 a 8% de O,
livre

- estritos: na presenga de O, podem morrer em poucos

minutos



Oxigénio
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Representacdo dos tipos de crescimento bacteriano quanto a presenca
de oxigénio em meio caldo tioglicolato. (a) aerdbios obrigatodrios. (b)
anaerobios obrigatodrios. (c) aerdbios facultativos. (d) microaerdfilos. (e)
anaerobios aerotolerantes. Fonte: Madigan et al., 2004.
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(d  Necessdrio para todas bactérias em determinadas
concentracoes

[ lons Inorganicos J

(d  Fornecidos pela agua ou por constituintes dos meios de
cultura;

d Bactérias necessitam de: ferro, potassio, magnésio,
enxofre, zinco, cobre, fosfatos, carbonatos, etc.



COMPOSTOS ORGANICOS

* Fontes de Carbono

Carbono = essencial para que as bactérias sintetizem os
componentes celulares

deve ser fornecido na forma de compostos orgdnicos (ex: glicose)
ou inorgdnico na forma de CO2.

Varias fontes de carbono podem ser utilizadas pelas bactérias:
v'Carboidratos
v Aminoacidos
v celulose




* Fontes de Nitrogénio

v Aminoacidos

v'Peptonas e Peptideos

v'Extrato de tecidos (carne, cérebro, outros)

v'Sangue e/ou soro

v'Extratos de leveduras (contém peptonas e vitaminas)
v'Outros.



Cultivo
Meios de Cultura — alguns termos...

* Meio de cultura: solucao nutriente utilizada para
promover o crescimento de microrganismos em
laboratorio.

* Indculo: microrganismos que sao colocados em um
meio de cultura para iniciar o crescimento.

* Cultura: microrganismos que crescem e se multiplicam
nos meios de cultura.

* Cultura pura: corresponde a uma cultura contendo um
unico tipo de microrganismo.

* Cultura mista: corresponde a uma cultura contendo
mas de um tipo de microrganismo.



Meios de Cultura — quanto a composicao

Quimicamente definidos:

Quantidades precisas de compostos
guimicos inorganicos ou organicos
altamente purificados, adicionados a

| agua destilada.

Complexos (ou indefinidos):

Nao se conhece a composicao precisa de
alguns componentes. Empregam
produtos de digestao da caseina (proteina
do leite), de carne, de soja, de leveduras,
extratos de plantas, entre outros.




Meios de Cultura — quanto a finalidade

i

Seletivo:

Favorece o crescimento do microrganismo de interesse e
/ impede o crescimento de outros.

Ex.: Agar BEM, Agar MacConkey, Agar sulfeto de bismuto
.~ paraisolamento de Salmonella typhi a partir das fezes.

b

o . &
Diferencial:
Permite a facil identificacdo da colonia da bactéria de
interesse, dentre as colonias de outras bactérias

ME|OS crescidas no meio.

Ex.: Meio agar sangue para detectar a presenca de
Streptococcus pyogenes (forma-se um halo cdaro em
\ torno da colénia pela lise das hemaceas).

de Enriquecimento:

Semelhante ao seletivo, mas suplementado por nutrientes
especiais, com a caracteristica de aumentar o numero da
bactéria de interesse tornando-a detectavel.
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METABOLISMO BACTERIANO

Conjunto de reacbes quimicas realizadas por 1 cell;

ReacOes conectadas de forma que ocorra a formacao de
gdes moléeculas a partir de mol pequenas — biossintese

ou anabolismo U
Necessario energia disponivel

Bactérias - formas de vida mais versateis em sua
habilidade d obter energia a partir de oxidacGes quimicas
ou de processos fototroficos e usar essa energia nos
Processos essenciais a vida.



Glicdlise

Glicose — energia contida, pode ser liberada pela glicolise

Sequéncia de reacoes

~

mol. é quebrada em 2 mols. de dcido piruvico (3C)

~

acompanhada de producdo de ATP e NADH (dinucleotideo de adenina
nicotinamida ).



Fermentacao - decomposi¢cdo microbiana de carboidratos
independente de O2.

Compostos orgdnicos — doadores e recetores de H
(elétrons)

formacéo adicional de ATP

Fermentacdo alcoolica — produgﬁo de alcool (sacaromyces cerevisiae)
FermentagcGo homolatica — producdo de acido latico (Lactobacillus)
Fermentacgéo acética — producdo de acido acético (Acetobacter)
Fermentagcdo mista — producdo de acido, alcool e gas (Clostridium)
Fermentacdo butileno-glicolica — producéo de butileno glicol
(produto néo acido) (klebsiella)



Respiracao

Também chamada - Ciclo de Krebs = processo oxidativo que
transfere energia do dcido piruvico para formar NADH e FADH

Energia contida nesses carregadores de e- , utilizada na
formacgéo de ATP na cadeia transportadora de e-

—>Alguns  microrganismos anaerobios possuem  cadeia
respiratoria que converte a energia dos e- em ATP na auséncia

de O2.
(Aceptor de e-, moléculas como sulfato, nitrato ou CO2)



Bactérias multiplica-se por divisao binaria

* E 0 aumento no nimero de células.

* Importante seu conhecimento para o
desenvolvimento, p.e., de métodos de controle.

e Fissao binaria: modo mais comum de
reproducdo bacteriana.

Os produtos da divisao celular sao iguais:
@ G GO O

Fissao binaria: bactérias convencionais



Fissao Binaria

Uma geragao

DNA
>
Replicagao do
{ 7 DNA
Elongagao
celular
&/— Formacao do septo

L L8

D Finalizagao do
septo, com a
formacao de
paredes distintas

-

Separagao
das células

mm




Crescimento populacional

Tempo de Geragdo: intervalo de tempo em que uma célula origina duas
novas células ou tempo necessario para uma populagdo dobrar de numero. |

Numero de Nomero Log;o do
Geracoes de Células Nomero de Células
0 1 0
5 (2°) = 32 1,51
102 0= 1.024 3,01
15:2)= 32.768 4,52
ekl = 65.536 4,82
17 (2 2)= 131.072 512
18 (219] = 262.144 5,42
192 = 524.288 5172
20 (229 1.048.576 6,02

Conversao do numero de células de uma populagao em
uma expressao logaritmica desse numero.



Um técnico em quimica esta analisando a reprodug¢do de uma populagdo de
bactérias, que se iniciou com 100 individuos. Admite-se que a taxa de
mortalidade das bactérias é nula. Os resultados, na primeira hora séo:

Tempo decorrido(minutos) Numero de bactérias
0 100
20 200
40 400
60 800

Supondo-se que as condi¢coes de reprodugdo continuem validas nas horas que
se seqguem, apos 4 horas de inicio do experimento, a populagdo de bactérias
serd de:

a) 51.200

b) 102.400

c) 409.600

d) 819.200

e) 1.638.400




Fases do crescimento de uma populacao

Log,q de organismos

viaveis/ml

9,0

8,0

7.0

6,0

50

Curva de crescimento tipica de uma populacdo bacteriana, a partir de

* Cultura que se desenvolve em um volume fixo de meio de cultura.

Fases de crescimento

Morte

L
'
’

I-Lag—l:vExponencial-l

Estaciondria '

M

Turbidez
(densidade optica )

Contagem de vidveis

Tempo

uma cultura em batelada™ (Fonte: Madigan et al., 2004).

0,25

0,1

Densidade optica



Fases do crescimento e
Estackordinia i Morte
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e Pouca ou auséncia de divisao celular.

e Sintese enzimatica e de moleculas variadas.

* Pode ser curta ou longa, dependendo das
condicdes fisiologicas do indculo.

« Aumento na quantidade de proteinas, no peso
seco e no tamanho celular



Fases do crescimento

Fasas de crascimania
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EXPONENCIAL

Tomgo

* Crescimento exponencial das celulas — Tempo de Geracao
constante — linha reta no grafico.

* Fase que as celulas estao mais “saudaveis” — utilizadas
para estudos enzimaticos e de outros componentes
celulares.

* Taxa de crescimento exponencial (numero de geracoes
por unidade de tempo) de uma populacao pode ser
influenciada pelas condicoes de cultivo, p.e.



Fases do crescimento e e i

Liegl i O DHGANSTION
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ESTACIONARIA
. Nao ha crescimento liguido da populacao, ou seja, o numero de células que
se divide € equivalente ao numero de células gue morrem.
. Sintese de varios metabdlitos secundarios (antibidticos e algumas enzimas).
Também pode ocorrer a esporulacdo das bactérias.
*  Alteracdes de fenotipo por gquorum sensing (processo de comunicacao
celular mediado pela densidade populacional).

. Causas: esgotamento de nutrientes essenciais, acumulo de produtos de
excrecao em concentracdes inibitorias, alteracdes no pH.



Fases do crescimento

MORTE OU DECLINIO

Numero de células mortas excede o de células vivas.

Na maioria dos casos, a taxa de morte é inferior a taxa de
crescimento exponencial.

A contagem total permanece relativamente constante,
enquanto a de viaveis cai lentamente. Em alguns casos ha
a lise celular.



Medidas diretas do crescimento microbiano

Coldnias na
superticie
Incubacao 4 \
CNS D
= GGG =5 & =
N S
A amostra é depositada na superficie A amostra é espalhada de forma Resuttado tipico do uma
de uma placa de meio solido (0,1 mi homogénea na superfice do meio semeadura por espalhamento
Oou Mencs) com 0 auxilio de uma aica de vidro estéril 2
Método de semeadura Coldnias
Coldnias na abaixo da
em profundidade superficie supertice
ﬁ/ Incubagio
=> ‘ n =D ¢ ) =>
A amostra é depositada em O meio esiénl é adicionado e e
uma placa estér misturado 30 ndcuo st achinbyiro R

Métodos de semeadura em placa para contagem de bactérias vidveis.
Fonte: Madigan et al., 2004.



Medidas diretas do crescimento microbiano

Procedimento de contagem de
viaveis por meio de diluicdes
em série da amostrae o
meétodo de semeadura em
profundidade (pour plate).
Fonte: Madigan et al., 2004.

Intervalo ideal para contagem:
30 a 300 unidades formadoras
de colonias (UFC).
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1 ml 1mil 1ml 1ml 1ml
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conienco
9ml
1/10 17100 1110 110t 1/10° 1/10°
(1) (10% (10 (1079 (10% (109

Ptacas com 1 ml de amostra

8 8 kB

G\ @O

- 159 17 2 0
Numero excessivo coldnias coldnias coldnias coldnias
de coldnias, o que ‘

dificulta sua

159 x 10° = 159 x 10°
contagem ‘
Conta- Fator Células (unidades
gemem oe formacoras oe

placa dilvicdo  coldnia) porm}i!'nm



Medidas diretas do crescimento microbiano

Volume de
Inéculo em
Cada Grupo
de Cinco

Tubos = e

10 mL F 5 H S 420 22 9 56
y W & 421 26 12 65

~ o o 4-3 27 12 67

o |a 3 4-3-1 33 15 77

R 5 440 34 16 80
=D S ‘ 500 23 9 86

01mL | ! l 5-0-1 30 10 110
50-2 40 20 140

510 30 10 120

5-1-1 50 20 150

5-1-2 60 30 180

520 50 20 170

5.2-1 70 30 210

522 90 40 250

530 80 30
53.2 140 60

Método do nimero mais provavel (NMP). A esquerda, série de diluicdes do
método. A direita, tabela do NMP que permite calcular o nimero estatisticamente
provavel de bactérias presentes na amostra. Fonte: Tortora et al., 2005.
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