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RESUMO

Organismos microbianos, como bactérias, desempenham papéis
criticos em diferentes facetas da vida moderna. Eles sdo usados na
producdo de produtos médicos, remediacio ambiental, pesquisa
biomédica e producio de alimentos, como alguns usos
diferenciados. A capacidade de manipular e selecionar diferentes
cepas com caracteristicas especificas tem sido fundamental para a
utilizacio das mesmas. Da mesma forma, o desenvolvimento de
novas cepas geralmente requer o monitoramento do crescimento
dessas cepas sob varias condi¢es experimentais. Nesta série,
consideramos o que ¢ cultura bacteriana, fatores que afetam as
condi¢bes de cultivo de microrganismos, problemas comuns
encontrados nesse processo e algumas das indmeras aplica¢des das
referidas culturas.

Palavras-chave
Cultivo, microrganismos, meios de cultivo.



ABSTRACT

Microbial organisms such as bacteria play critical roles in different
facets of modern life. They are used in the production of medical
products, environmental remediation, biomedical research and
food production, as some differentiated uses. The ability to
manipulate and select different strains with specific characteristics
has been fundamental for their use. Likewise, the development of
new strains often requires monitoring the growth of these strains
under various experimental conditions. In this series, we consider
what bacterial culture is, factors that affect microorganism culture
conditions, common problems encountered in this process, and
some of the numerous applications of such cultures.

Keywords
Cultivation, microorganisms, culture media.
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1| INTRODUGAO

O cultivo é o processo de propagacio de organismos, fornecendo
as condicbes ambientais adequadas. Microrganismos em
crescimento fazem réplicas de si mesmos e requerem os elementos
presentes em sua composicio quimica. Os nutrientes devem
fornecer esses elementos de forma metabolicamente acessivel.
Além disso, os organismos requerem energia metabdlica para
sintetizar macromoléculas e manter gradientes quimicos essenciais
através de suas membranas. Os fatores que devem ser controlados
durante o crescimento incluem os nutrientes, pH, temperatura,
aeracio, concentracao de sais e forca idnica do meio.

O cultivo adequado de microrganismos é fundamental para os
processos naturais de biolixiviagdo. As bactérias mesdéfilas, como
Acidithiobacillus — ferrooxidans, — Acidithiobacillus — thiooxidans e
Leptospirillum ~ ferrooxidans, sdo frequentemente isoladas em
ambientes de lixiviagdo e crescem, preferencialmente, em
ambientes acidos. Esses microrganismos coexistem
simultaneamente devido as suas similaridades fisiologicas e
ambientais, intensificando a solubilizacio dos metais constituintes
dos sulfetos minerais. Para um cultivo com alta eficiéncia, é
importante controlar os parimetros que influenciam o processo
de biolixiviagio (ROHWERDER, 2003; LAVALLE, 2005).
Com esses cuidados, é possivel fornecer as condi¢des ambientais
adequadas para o crescimento e replicacio dos microrganismos,
garantindo um resultado satisfatério no processo de biolixiviagio
de minérios.

Geralmente, os microrganismos envolvidos nos processos naturais
de biolixiviagio possuem caracteristicas bem definidas. Crescem,
preferencialmente, em ambientes acidos (acidéfilos), podendo,
inclusive, crescerem em pH préximo de zero (OTTOBONI &
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SATO 2000). As bactérias envolvidas no processo de biolixiviagao
sdo classificadas como quimioautotroficas, visto que obtém
energia a partir da oxidagio de compostos inorganicos tais como
os sulfetos (ALMEIDA, 2005; SILVAS, 2010), e utilizar o CO2
como unica fonte de carbono para producio de biomassa.
Elas sio classificadas de acordo com a temperatura em que se
desenvolvem, distinguindo-se em: meséfilas (até ~40 <C),
termofilas moderadas (~40 ~55 °C) e termofilas extremas (~55
~80 °C) (CHANG et al., 2000; NAGPAL et al., 2000).

A manutencdo adequada dos parimetros que afetam o
crescimento microbiano, como pH, concentracio de nutrientes
etc., é crucial para garantir um cultivo bem-sucedido e eficiente.
Portanto, é importante seguir os requisitos para o crescimento
microbiano, a fim de alcancar, com sucesso, a propagacio desses

cultivos.
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2 | REQUISITOS PARA O CRESCIMENTO
MICROBIANO

A maior parte do peso seco dos microrganismos ¢é matéria
organica contendo os elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio,
oxigénio, fésforo e enxofre. Além disso, fons inorganicos como
potassio, sodio, ferro, magnésio, calcio e cloreto sdo necessarios
para facilitar a catalise enzimatica e manter gradientes quimicos
através da membrana celular.

Na maior parte, a matéria organica é composta de macromoléculas
formadas pela introducdo de ligagbes de anidrido entre os
blocos de construcdo. A sintese das ligacGes via anidridos requer
energia quimica, que ¢ fornecida pelas duas ligagdes fosfodiéster
na adenosina trifosfato (ATP). A energia adicional necessaria para
manter uma composi¢ao citoplasmatica relativamente constante
durante o crescimento em uma variedade de ambientes quimicos
extracelulares é derivada da forga motriz proténica. A forca
motriz do préton é a energia potencial que pode ser obtida pela
passagem de um préton através de uma membrana.
Em eucariotos, a membrana pode fazer parte da mitocondria ou
do cloroplasto. Em procariotos, a membrana ¢ a membrana
citoplasmatica da célula.

A for¢a motriz do préton é um gradiente eletroquimico com dois
componentes, uma diferenca no pH (i.e., concentracio de fons de
hidrogénio) e uma diferenca na carga i6nica. A carga do lado de
fora da membrana bacteriana é mais positiva do que a carga do
lado de dentro, e a diferenca de carga contribui para a energia livre
liberada quando um préton entra no citoplasma vindo de fora da
membrana. A energia livte pode ser usada para mover a célula,
para manter gradientes idnicos ou moleculares através da
membrana, para sintetizar ligacdes de anidrido no ATP ou para
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uma combinacdo desses propodsitos. Alternativamente, as células
que recebem uma fonte de ATP podem usar sua energia de
ligacao de anidrido para criar uma for¢a motriz protonica que, por
sua vez, pode ser usada para mover a célula e manter gradientes
quimicos.

Para crescer, um organismo necessita de todos os elementos em
sua matéria organica e todo o complemento de fons necessarios
para a energia e a catalise. Além disso, deve haver uma fonte de
energia para estabelecer a forca motriz do préton e permitir a
sintese macromolecular. Os microrganismos variam amplamente
em suas demandas nutricionais e suas fontes de energia
metabolica.
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3 | FONTES DE ENERGIA METABOLICA

Os trés principais mecanismos de geragdo de energia metabdlica
sdo a fermentacio, a respiracdo e a fotossintese. Pelo menos um
desses mecanismos deve ser usado para que um organismo cres¢a.

3.1 | Fermentagio

A forma¢io de ATP na fermentagdo nio estd acoplada a
transferéncia de elétrons. A fermentacdo ¢é caracterizada pela
fosforilagio do substrato, um processo enzimatico no qual uma
ligacdo pirofosfato é doada diretamente ao difosfato de adenosina
(ADP) por um intermedidrio metabdlico  fosforilado.
Os intermediarios fosforilados sdo formados por rearranjo
metabolico de um substrato fermentavel, como glicose, lactose ou
arginina. Como as fermenta¢oes nao sio acompanhadas por uma
mudanca no estado geral de oxidagdo-reducdo do substrato
fermentavel, a composigio elementar dos produtos da
fermentacdo deve ser idéntica a dos substratos. Por exemplo, a
fermentacdo de uma molécula de glicose (CsH120¢) pela via
Embden-Meyerhofproduz um ganho liquido de duas ligagGes
pirofosfato no ATP e produz duas moléculas de acido latico
(CsH4O3).

3.2 | Respiragao

A respiragdo ¢é andloga ao acoplamento de um processo
dependente de energia a descarga de uma bateria. A reducio
quimica de um oxidante (Ze., aceptor de elétrons), através de uma
série especifica de transportadores de elétrons na membrana,
estabelece a for¢a motriz do préton através da membrana
bacteriana. O redutor (.e., doador de elétrons) pode ser organico
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ou inorganico (por exemplo, o acido latico serve como redutor
para alguns organismos e o gas hidrogénio é um redutor para
outros organismos). O oxigénio gasoso (Oz) é frequentemente
usado como oxidante, mas oxidantes alternativos usados por
alguns organismos incluem diéxido de carbono (COy), sulfato

(SO2) e nitrato (NO).

3.3 | Fotossintese

A fotossintese ¢ semelhante a respiragdo, pois a reducio de um
oxidante, por meio de uma série especifica de transportadores de
elétrons, estabelece a for¢a motriz do préton. A diferenca entre os
dois processos é que, na fotossintese, o redutor e o oxidante sao
criados fotoquimicamente pela energia luminosa absorvida pelos
pigmentos da membrana; assim, a fotossintese pode continuar
apenas enquanto houver uma fonte de energia luminosa.
As plantas e algumas bactérias sdo capazes de investir uma
quantidade substancial de energia luminosa para tornar a 4gua um
redutor de diéxido de carbono. O oxigénio é desprendido neste
processo e a matéria organica é produzida. A respiracdo, a
oxidacio energeticamente favoravel da matéria orginica por um
aceptor de elétrons como o oxigénio, pode fornecer energia aos
organismos fotossintéticos na auséncia de luz.
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4 | NUTRIGAO

Os nutrientes nos meios de crescimento devem conter todos os
elementos necessarios para a sintese biolégica de novos
organismos. Na discussdo a seguir, os nutrientes sao classificados
de acordo com os elementos que fornecem.

4.1 | Fonte de Carbono

Como ja mencionado, as plantas e algumas bactérias sdo capazes
de usar a energia fotossintética para reduzir o didéxido de carbono
as custas da agua. Esses organismos sdo chamados de
autotroficos, criaturas que nao requerem nutrientes organicos para
crescet.  Outros  microrganismos  autotréficos  sio  os
quimiolitotréficos, organismos que usam um substrato inorganico,
como hidrogénio ou tiossulfato, como redutor e diéxido de
carbono como fonte de carbono.

Os heterotroéficos requerem carbono organico para crescimento, €
o carbono orginico deve estar em uma forma que possa ser
assimilada. O naftaleno, por exemplo, pode fornecer todo o
carbono e energia necessarios para o crescimento heterotréfico
respiratério, mas muito poucos organismos possuem a via
metabolica necessaria para a assimilacio do naftaleno. A glicose,
por outro lado, pode suportar o crescimento fermentativo ou
respiratério de muitos organismos. E importante que os
substratos de crescimento sejam fornecidos em niveis apropriados
para a cepa microbiana que estd sendo cultivada: Niveis que
suportardo o crescimento de um organismo podem inibir o
crescimento de outro organismo.

O diéxido de carbono é necessario para uma série de reagoes
Biosintéticas. Muitos organismos em processo de respiracao
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produzem diéxido de carbono mais do que suficiente para atender
a esse requisito, mas outros requerem uma fonte de diéxido de
carbono em seu meio de crescimento.

4.2 | Fonte de Nitrogénio

O nitrogénio é o principal componente de proteinas, 4cidos
nucléicos e  outros  compostos,  respondendo  por
aproximadamente 5% do peso seco de uma célula bacteriana
tipica. O nitrogénio inorganico (Nz) ¢é muito prevalente,
compreendendo 80% da atmosfera terrestre. F também um
composto muito estavel, principalmente por causa da alta energia
de ativacdo necessaria para quebrar a ligagdo tripla nitrogénio-
nitrogénio. No entanto, o nitrogénio pode ser fornecido em varias
formas diferentes, e os microrganismos variam em sua capacidade
de assimilar o nitrogénio (Tabela 1). O produto final de todas as
vias de assimilacdo do nitrogénio é a forma mais reduzida do
elemento, a aménia (NH3). Quando o NH; esta disponivel, ele se
difunde na maioria das bactérias através de canais transmembrana
como NHj; gasoso dissolvido, em vez de fon amoénio idnico

(NHy).

Tabela 1. Fontes de Nitrogénio na Nutricio Microbiana.

Composto Valéncia do Nitrogénio
NOs5 5+
NO2 3+

N 0
NH4* 3-
R-NHz*

aR — radical organico.
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A capacidade de assimilar N> de forma redutiva via NH3, que ¢é
chamada de fixagdo de nitrogénio, ¢ uma propriedade exclusiva
dos procariotos, e relativamente poucas bactérias sdo capazes de
quebrar a ligacdo tripla nitrogénio-nitrogénio. Esse processo
requer uma grande quantidade de energia metabdlica e ¢
prontamente inativado pelo oxigénio. A capacidade de fixacdo de
nitrogénio ¢é encontrada em bactérias amplamente divergentes que
desenvolveram estratégias bioquimicas bastante diferentes para
proteger suas enzimas fixadoras de nitrogénio do oxigénio.

A maioria dos microrganismos pode usar NH3 como dnica fonte
de nitrogénio, e muitos organismos possuem a capacidade de
produzir NH; a partir de aminas (R-NHz) ou de aminoacidos
(RCHNH>COOH), geralmente intracelularmente. A producio de
NH; a partit da desaminac¢do de aminoacidos é chamada de
amonificagdo. A amoénia ¢ introduzida na matéria organica por
vias bioquimicas envolvendo glutamato e glutamina.

Muitos microrganismos possuem a capacidade de assimilar nitrato
(NO37) e nitrito (NO2™) de forma redutiva pela conversiao desses
fons em NHs. Esses processos sio denominados redugio
assimilatdéria de nitrato e redugdo assimilatéria de nitrito,
respectivamente. Essas vias de assimilagdo diferem das vias usadas
para dissimilacdo de nitrato e nitrito. As vias dissimilatérias sao
usadas por organismos que usam esses fons como aceptores
terminais de elétrons na respiracdo. Algumas bactérias autotroficas
(por exemplo, Nitrosomonas, Nitrobacter spp.) sdo capazes de
converter NH3; em N gasoso sob condigdes anaerébicas; este
processo é conhecido como desnitrificagdo Nossa compreensio
do ciclo do nitrogénio continua a evoluir. Em meados da década
de 1990, a reacdo anammox foi descoberta. A reacdo 1, em que a
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amonia ¢ oxidada por nitrito, ¢ um processo microbiano que
ocorre em aguas anodxicas do oceano e é uma via importante pela
qual o nitrogénio é devolvido a atmosfera.

NH{ + NO; = N, + 2H,0 1

4.3 | Fonte de Enxofre

Semelhante ao nitrogénio, o enxofre é um componente de muitas
substancias celulares organicas. Faz parte da estrutura de varias
coenzimas ¢ ¢ encontrado nas cadeias laterais cisteinil e metionil
das proteinas. O enxofre, em sua forma elementar, ndo pode ser
usado por plantas ou animais. No entanto, algumas bactérias
autotréficas podem oxida-lo a sulfato (SO4%). A maioria dos
microrganismos pode usar sulfato como fonte de enxofre,
reduzindo o sulfato ao nfvel de sulfeto de hidrogénio (H>S).
Alguns microrganismos podem assimilar H»S diretamente do meio
de crescimento, mas este composto pode ser toxico para muitos
organismos.

4.4 | Fonte de Fosforo

O fosfato (PO4*) é necessario como componente do ATP; 4dcidos
nucleicos e coenzimas como NAD, NADP e flavinas. Além disso,
muitos  metabdlitos, lipidios  (fosfolipidios, lipideo  A),
componentes da parede celular (acido teicdico), alguns
polissacarideos capsulares e algumas proteinas siao fosforilados.
O fosfato ¢é sempre assimilado como fosfato inorganico livre (Pi).
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4.5 | Fontes Minerais

Diversos minerais sdo necessarios para a funcio enzimatica. O {on
magnésio (Mg?*) e o fon ferroso (Fe?") também sdo encontrados
em derivados de porfirina: magnésio na molécula de clorofila e
ferro como parte das coenzimas dos citocromos e peroxidases.
Mg?* e Kt sdo essenciais para a funcdo e integridade dos
ribossomos. O Ca2* é necessario como constituinte das paredes
celulares gram-positivas, embora seja dispensavel para bactérias
gram-negativas. Muitos organismos marinhos requerem Na* para
o crescimento. Na formulacio de um meio para o cultivo da
maioria dos microrganismos, ¢ necessitio fornecer fontes de
potassio, magnésio, calcio e ferro, geralmente como seus fons
(K, Mg?*, Ca?* e Fe?"). Muitos outros minerais (por exemplo,
Mn?*, Mo?*, Co?*, Cu?* e Zn?') sdo necessarios; estes podem,
frequentemente, ser fornecidos na 4gua da torneira ou como
contaminantes de outros ingredientes dos meios.

A absorcio de ferro, que forma hidroxidos insoluveis em pH
neutro, ¢ facilitada em muitas bactérias e fungos pela producio de
sideréforos - compostos que sequestram o ferro, na forma de um
quelato, e promovem seu transporte como um complexo soluvel.
HEstes incluem  hidroxamatos (-CONH:;OH), chamados
sideraminas, e derivados de catecol (por exemplo, 2,3-dihidroxi-
benzoilserina). Os sider6foros determinados por plasmideos
desempenham um papel importante na invasio de alguns
patégenos bacterianos.

4.6 | Fatores de Crescimento

Um fator de crescimento é um composto organico que uma célula
deve ter para crescer, mas que ¢é incapaz de sintetizar. Muitos
microrganismos, quando recebem os nutrientes listados acima, sao
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capazes de sintetizar todos os blocos de construcio das
macromoléculas (Figura 1), que sio os aminoacidos; putinas,
pirimidinas e pentoses (os precursores metabdlicos dos
acidos nucléicos); carboidratos adicionais (precursores de
polissacarideos); e acidos graxos e compostos isoprendides. Além
disso, organismos de vida livre devem ser capazes de sintetizar as
vitaminas complexas que setvem como precursores de coenzimas.

H.0 Porcentagem de peso
Blocos de Construgio 1 Macr & seco na célula tipica
L0
A o : Proteinas 50
HQ
M leotid : Acidos i 20
H0
Monosacarideos L Poli P W0
Precurspres
isoprenoides \
/ Lipideos 10
Acidos Aes i

Graxos

Source: Karen C. Camoll, Stephen A M orse, Timothy, Steve Miler, Jawetz, Melnick, & Adelbeng’s Medical Microbiology,
27" Edition. v accessm edicing.com
Copyright® McGrawHill Education, &l ights reserved

Figura 1. Sintese macromolecular. A polimerizacio de blocos de
constru¢do em macromoléculas é conseguida em grande parte pela
introducio de ligacoes de anidrido. A formacio de acidos graxos a partir
do acetato requer varias etapas de redugdo bioquimica usando doadores

organicos de hidrogénio (D * Hy).

Cada um desses compostos essenciais é sintetizado por uma
sequéncia discreta de reagdes enzimaticas; cada enzima é
produzida sob o controle de um gene especifico. Quando um
organismo sofre uma mutagdo genética, resultando na falha de
uma dessas enzimas para funcionar, a cadeia é quebrada e o
produto final ndo é mais produzido. O organismo deve, entio,
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obter esse composto do ambiente: O composto tornou-se um
fator de crescimento para o organismo. Este tipo de mutagio
pode ser prontamente induzido em laboratorio.

Diferentes espécies microbianas variam amplamente em seus
requisitos de fator de crescimento. Os compostos envolvidos sao
encontrados e sdo essenciais para todos Os oOrganismos; as
diferencas nos requisitos refletem diferencas nas habilidades
sintéticas. Algumas espécies ndo requerem fatores de crescimento,
mas outras - como alguns dos lactobacilos - perderam, durante a
evolugdo, a capacidade de sintetizar de 30 a 40 compostos
essenciais e, portanto, precisam deles no meio.
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5 | FATORES AMBIENTAIS QUE AFETAM O
CRESCIMENTO MICROBIANO

Um meio de crescimento adequado deve conter todos os
nutrientes requeridos pelo organismo a ser cultivado, e fatores
como pH, temperatura e aeragio devem ser cuidadosamente
controlados. Um meio liquido ¢ usado; o meio pode ser gelificado
para fins especiais, adicionando agar ou gel de silica. Agar, um
extrato de polissacarideo de uma alga marinha, é adequado
exclusivamente para o cultivo microbiano porque ¢é resistente a
a¢do microbiana e porque se dissolve a 100°C, mas nio gelifica até
que seja resfriado abaixo de 45°C; as células podem ser suspensas
no meio a 45°C e o meio rapidamente resfriado a um gel sem
danifica-las.

5.1 | Nutrientes

Nas paginas anteriores, ¢ descrita a funcdo de cada tipo de
nutriente, sendo apresentada uma lista de substancias adequadas.
Em geral, devem ser fornecidos: (1) doadores e receptores de
hidrogénio, cerca de 2 g/L; (2) fonte de carbono, cetca de 1 g/L;
(3) fonte de nitrogénio, cerca de 1 g/L; (4) minerais: enxofte e
fosforo, cerca de 50 mg/L de cada, e oligoelementos, 0,1-1 mg/L
de cada; (5) fatores de crescimento: aminoacidos, purinas e
pirimidinas, cerca de 50 mg/L de cada, e vitaminas, 0,1-1 mg/L
de cada.

Para estudos do metabolismo microbiano, geralmente é necessario
preparar um meio completamente sintético no qual as
caracteristicas exatas e a concentracio de cada ingrediente sdo
conhecidas. Caso contrario, ¢ muito mais barato e simples usar
materiais naturais, como extrato de levedura, proteina digestiva ou
substancias semelhantes. A maioria dos micrébios de vida livre
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cresce bem no extrato de levedura; as formas parasitarias podem
requerer substincias especiais encontradas apenas no sangue ou
em extratos de tecidos animais. No entanto, alguns microbios
parasitas (por exemplo, Treponema pallidun) ndo podem ser
cultivados iz vitro ou dentro de células eucariticas (por exemplo,
Chlamydiatrachomatis).

Para muitos organismos, um udnico composto (por exemplo, um
aminoacido) pode setrvir como fonte de energia, fonte de carbono
e fonte de nitrogénio; outros requerem um composto separado
para cada um. Se os materiais naturais para meios nao sintéticos
forem deficientes em algum nutriente especifico, eles devem ser
suplementados.

5.2 | Concentragio de fons Hidrogénio (pH)

A maioria dos organismos tem uma faixa de pH 6tima bastante
estreita. O pH 6timo deve ser determinado empiricamente para
cada espécie. A maioria dos organismos (neutral6filos) cresce
melhor em um pH na faixa de 6,0 a 8,0, embora algumas formas
(acidofilos) tenham um pH 6timo tdo baixo quanto 3,0 e outras
(alcalifilicos) tenham um pH 6timo tdo alto quanto 10,5.

Os microrganismos regulam seu pH interno em uma ampla faixa
de valores de pH externo bombeando protons para dentro ou
para fora de suas células. Os acidéfilos mantém um pH interno de
cerca de 6,5 em uma faixa externa de 1,0 a 5,0; os neutréfilos
mantém um pH interno de cerca de 7,5 em uma faixa externa de
5,5 a 8,5 e os alcal6filos mantém um pH interno de cerca de 9,5
em uma faixa externa de 9,0 a 11.0. O pH interno ¢ regulado por
um conjunto de sistemas de transporte de prétons na membrana
citoplasmatica, incluindo uma bomba de prétons primaria movida
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a ATP e um trocador de Nat/H*. Um sistema de troca K+/H*
também foi proposto para contribuir para a regulacdo interna do
pH em neutréfilos.

5.3 | Temperatura

Diferentes espécies microbianas variam amplamente em suas
faixas de temperatura ideais para crescimento (Figura 2):
As formas psicrofilicas crescem melhor em baixas temperaturas
(=5 a 15°C) e geralmente sio encontradas em ambientes como as
regides artica e antartica; os psicrotroficos tém uma temperatura
6tima entre 20°C e 30°C, mas crescem bem em temperaturas mais
baixas. Eles sio uma importante causa de deterioracio de
alimentos. As formas mesoéfilas crescem melhor a 30-37°C, e a
maioria das formas termofilicas cresce melhor a 50-60°C. Alguns
organismos sdo hipertermofilicos e podem crescer bem acima da
temperatura da 4gua fervente, que existe sob alta pressio nas
profundezas do oceano. A maioria dos organismos ¢ mesofila;
30°C ¢ ideal para muitas formas de vida livre, e a temperatura
corporal do hospedeiro é ideal para simbiontes de animais de

sanguc quente.
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Figura 2. Requisitos de temperatura para o crescimento.
Os procariotos sao comumente divididos em cinco grupos com base em
suas temperaturas Otimas de crescimento. Observe que a temperatura
6tima, o ponto em que a taxa de crescimento ¢ mais alta, esta proxima
do limite superior da faixa. (Reproduzido com permissiao de Nester EW,
Anderson DG, Roberts CE, Nester MT [editores]: Microbiology:
A Human Perspective, 6" ed. McGraw-Hill, 2009, p. 91. © The McGraw-

Hill Companies, Inc.)

A extremidade superior da faixa de temperatura tolerada por
qualquer espécie se correlaciona bem com a estabilidade térmica
geral das proteinas dessa espécie, medida em extratos celulares.
Os microrganismos compartilham com plantas e animais a
resposta de choque térmico, uma sintese transitéria de um
conjunto de “proteinas de choque térmico”, quando expostos a
um aumento subito de temperatura acima do Otimo de
crescimento. Essas proteinas parecem ser excepcionalmente
resistentes ao calor e estabilizam as proteinas sensfveis ao calor da
célula.

A relacdo da taxa de crescimento com a temperatura para qualquer
microrganismo ¢ vista em um grafico tipico de Arrhenius
(Figura 3). Arrhenius mostrou que o logaritmo da velocidade de
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qualquer reagdo quimica (log k) é uma funcio linear do reciproco
da temperatura (1/T); como o crescimento celular é o resultado de
um conjunto de reagdes quimicas, pode-se esperar que mostre
essa relacdo. A Figura 3 mostra que esse € o caso na faixa normal
de temperaturas para uma determinada espécie; log k diminui
linearmente com 1/T. Acima e abaixo da faixa normal, no
entanto, log k cai rapidamente, de modo que os valores méaximo e

minimo de temperatura sdo definidos.

Otimo

Logk —»

 Minimo

UT (K

Source: Karen C. Camoll, Stephen A M orse, Timethy, Steve Miller, Jawetz, Melnick, & Adelberg’s M edical M icrobiclo gy,
27 Edition. vwww accessmedicine.com
Copyright® McGraw-Hill Education, All rights reserved

Figura 3. Forma geral de um grafico de Arrhenius de crescimento
bacteriano.  (Reproduzido com permissio de Ingraham JL:
Growthofpsychrophilicbacteria. ] Bacteriol 1958;76(1):75-80.)

Além de seus efeitos na taxa de crescimento, os extremos de
temperatura matam os microrganismos. Calor extremo ¢é usado
para esterilizar preparagles; o frio extremo também mata as
células microbianas, embora ndo possa ser usado com seguranga
para esterilizacdo. As bactérias também exibem um fenémeno
chamado choque frio, que é a morte de células por resfriamento
rapido - em oposicio ao resfriamento lento. Por exemplo, o
resfriamento ripido de Escherichia coli de 37°C para 5°C pode
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matar 90% das células. Varios compostos protegem as células do
congelamento ou do choque frio; glicerol e dimetilsulféxido sdo

0s mais comumente usados.

5.4 | Aeragao

Muitos organismos s3o aerdbios obrigatorios, exigindo
especificamente oxigénio como aceptor de hidrogénio; alguns sao
anaerdbios facultativos, capazes de viver de forma aerébica ou
anaerébica; alguns sdo anaerdbios obrigatdrios que requerem
uma substancia diferente do oxigénio como aceptor de hidrogénio
e sdo sensiveis a inibicdo do oxigénio; alguns sio microaerodfilos,
que requerem pequenas quantidades de oxigénio (2-10%) para a
respiracdo aerObica (concentragbes mais altas sdo inibitorias); e
outros sao anaerobios aerotolerantes, indiferentes ao oxigénio.
Eles podem crescer em sua presenca, mas nio o utilizam como
aceptor de hidrogénio (Figura 4).

. . - Anaerdbio
Aerdbio Estrito Aergbio Estrito Microaerdfilo Aerctolerante

Facultativo

rﬂadems l

Enzimas nas células para desintozicagio de 02
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Catalase < 2H,0; = 2,04 Gy m Nem catalase nem caalze & superdxide Bi
Superdxido dismutase m pemn_du_d-m dicmutaze ™
20,7 + 2H* = Oge Hyy na maiona

Source: Karen C. Camoll, Stephen A M orse, Timothy, Steve Miller, Jawetz, Melnick, & Adelberg’s Medical Microbiology,

27" Edition. www accessm edicing.com

Copyright® McGraveHill Education, Al rights reserved.
Figura 4. Exigéncias de oxigénio (Oz) de procariotos. (Reproduzido
com permissao de Nester EW, Anderson DG, Roberts CE, Nester MT:
Microbiology: A Human Perspective, 6* ed. McGraw-Hill, 2009, p. 92. ©
The McGraw-Hill Companies, Inc.).
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Os subprodutos naturais do metabolismo aerébico siao os
compostos reativos peréxido de hidrogénio (H202) e superdxido
(O27). Na presenga de ferro, essas duas espécies podem gerar
radicais hidroxila (*OH), que podem danificar qualquer
macromolécula bioldgica:

_ Fe3*/Fe?+ B
05 + Hy,0, ——— 0, + OH; +9 OH

Muitos aerdbios e anaerdbios aerotolerantes sao protegidos desses

produtos pela presenca da superdxido dismutase, uma enzima que

catalisa a seguinte reagio:

202_ + 2H+ - 02 + H202
E pela presenca da catalase, enzima que catalisa a seguinte reagao:
2H202 - 2H20 + 02

Alguns organismos fermentativos (por exemplo,
Lactobacillusplantarum) sao aerotolerantes, mas nao contém catalase
ou superéxido dismutase. O oxigénio nao ¢é reduzido e, portanto,
H202 e Oz~ ndo sio produzidos. Todos os anaerébios estritos
carecem de superoxido dismutase e catalase. Alguns organismos
anaerébicos (por exemplo, Pepfococcusanaerobius) tém tolerancia
consideravel ao oxigénio como tesultado de sua capacidade de
produzir altos niveis de uma enzima (NADH oxidase) que reduz o
oxigénio a agua de acordo com a seguinte rea¢ao:

NADH + H* +1/20, » NAD" + H,0

O perdxido de hidrogénio deve muito de sua toxicidade aos danos
que causa a0 DNA. Mutantes deficientes no reparo do DNA sdo
excepcionalmente sensiveis ao peroxido de hidrogénio; o produto
do gene reeA, que funciona tanto na recombinacio quanto no
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reparo genético demonstrou ser mais importante do que a catalase
ou a superdxido dismutase na protecdo das células de E co/i contra
a toxicidade do perdxido de hidrogénio.

O suprimento de ar para culturas de aerdbios é um grande
problema técnico. Os vasos geralmente sdo agitados
mecanicamente para introduzir oxigénio no meio ou o ar é
forcado através do meio por pressio. A difusdo de oxigénio
muitas vezes se torna o fator limitante no crescimento de bactérias
aerdbicas; quando uma concentracio celular de 4-5 X 10°/mL ¢é
atingida, a taxa de difusio de oxigénio para as células limita
nitidamente a taxa de crescimento adicional.

Os anaerébios obrigatorios, por outro lado, apresentam o
problema da exclusio do oxigénio. Muitos métodos estdo
disponiveis para isso: agentes tredutores, como tioglicolato de
sédio, podem ser adicionados a culturas liquidas, tubos de agar
podem ser selados com uma camada de petrolato e parafina, o
recipiente de cultura pode ser colocado em um recipiente do qual
o oxigénio é removido por evacua¢do ou por meios quimicos, ou
o organismo pode ser manuseado dentro de um porta-luvas
anaeroébico.

5.5 | Forga I6nica e Pressao Osmotica

Em menor grau, fatores como pressio osmotica e concentracio
de sais podem ter que ser controlados. Para a maioria dos
organismos, as propriedades dos meios comuns sdo satisfatorias;
no entanto, para formas e organismos marinhos, adaptados ao
crescimento em solugbes fortes de agucar, por exemplo, esses
fatores devem ser considerados. Organismos que requerem altas
concentracdes de sais sio chamados halofilicos; aqueles que
requerem altas pressdes osméticas sdo chamados de osmofilicos.
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A maioria das bactérias é capaz de tolerar uma ampla gama de
pressOes osmoticas externas e forcas ionicas devido a sua
capacidade de regular a osmolalidade interna e a concentracido de
fons. A osmolalidade é regulada pelo transporte ativo de {fons K*
para dentro da célula; a forca idnica interna é mantida constante
por uma excre¢io de compensacio da putrescina de poliamina
organica carregada positivamente. Como a putrescina carrega
varias cargas positivas por molécula, uma grande queda na forca
ionica ¢é afetada com apenas um pequeno custo na for¢a osmotica.
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6 | METODOS DE CULTIVO

Dois problemas serdo considerados: a escolha de um meio
adequado e o isolamento de um organismo bacteriano em cultura
pura.

6.1 | O meio

A técnica utilizada e o tipo de meio selecionado dependem da
natureza da investigacdo. Em geral, trés situacOes podem ser
encontradas: (1) pode ser necessario cultivar uma cultura de
células de uma determinada espécie disponivel, (2) pode ser
necessario determinar o ndmero e os tipos de organismos
presentes em um determinado material, ou (3) pode-se desejar
isolar um determinado tipo de microrganismo de uma fonte
natural.

Células em crescimento de uma determinada espécie

Microrganismos observados microscopicamente, crescendo em
um ambiente natural, podem ser extremamente dificeis de crescer
em cultura pura em meio artificial. Certas formas parasitarias
nunca foram cultivadas fora do hospedeiro. Em geral, entretanto,
um meio adequado pode ser criado reproduzindo cuidadosamente
as condi¢bes encontradas no ambiente natural do organismo.
O pH, a temperatura e a aeracdo sdao faceis de duplicar; os
nutrientes apresentam o maior problema. A contribuicdo do
ambiente de vida é importante e dificil de analisar; um parasita
pode requerer um extrato do tecido hospedeiro, e uma forma de
vida livte pode requerer uma substancia excretada por um
microrganismo com o qual estd associado na natureza.
Experimenta¢do consideravel pode ser necessaria para determinar
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as necessidades do organismo, e o sucesso depende do
fornecimento de uma fonte adequada de cada categoria de
nutriente listada no inicio deste texto.

Exame microbiologico de materiais naturais

Um determinado material natural pode conter muitos
microambientes diferentes, cada um fornecendo um nicho para
uma espécie diferente. O plaqueamento de uma amostra do
material sob um conjunto de condi¢Ges permitird que um grupo
selecionado de formas produza colonias, mas fara com que muitos
outros tipos sejam negligenciados. Por esta razdo, ¢ comum
colocar amostras do material em placas usando tantos meios e
condi¢Ges de incubagido diferentes quanto possivel. Seis a oito
condicdes de cultura diferentes nao sio um numero irracional se a
maioria das formas presentes estd para ser descoberta.

Como todo tipo de organismo presente deve ter uma chance de
crescet, meios sélidos sdo usados e a aglomeracdo de colonias é
evitada. Caso contririo, a competi¢io impedird que alguns tipos
formem colonias.

Isolamento de um tipo particular de microrganismo

Uma pequena amostra de solo, se manuseada adequadamente,
produzira um tipo diferente de organismo para cada
microambiente presente. Para solo fértil (mido, aerado, rico em
minerais e matéria organica), isso significa que centenas ou até
milhares de tipos podem ser isolados. Isso é feito selecionando o
tipo desejado. Um grama de solo, por exemplo, ¢ inoculado em
um frasco de meio liquido preparado com a finalidade de
favorecer um tipo de organismo, como os fixadores aerdbicos de
nitrogénio (Agotobacter). Neste caso, o meio ndo contém
nitrogénio combinado e ¢ incubado aerobiamente. Se células de
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Azotobacter estiverem presentes no solo, elas crescerdo bem neste
meio; as formas incapazes de fixar nitrogénio crescerdo apenas na
medida em que o solo introduzir nitrogénio fixado contaminante
no meio. Quando a cultura estiver totalmente desenvolvida,
portanto, a porcentagem de Azofobacter na populagio total terd
aumentado muito; o método ¢, portanto, chamado de cultura de
enriquecimento. A transferéncia de uma amostra desta cultura
para meio fresco resultard em maior enriquecimento de
Agzotobacter, ap6s varias transferéncias seriadas, a cultura pode ser
semeada em um meio de entiquecimento solidificado e as colonias
de Azotobacter isoladas.

O meio liquido ¢é usado para permitir a competi¢do e, portanto, a
selecdo ideal, mesmo quando o tipo desejado é representado no
solo como apenas algumas células em uma populagio de milhdes.
Pode-se  tirar vantagem do  “enriquecimento  natural”.
Por exemplo, ao procurar oxidantes de querosene, o solo
carregado de dleo ¢ escolhido porque ja ¢ um ambiente de
enriquecimento para tais formas.

A cultura de enriquecimento, entdo, é um procedimento pelo qual
o meio ¢é preparado de forma a duplicar o ambiente natural
(“nicho”) do microrganismo desejado, selecionando-o (Figura 5).
Um principio importante envolvido nessa selegdo é o seguinte: o
organismo selecionado sera do tipo cujas necessidades nutricionais
mal sdo satisfeitas. Agotobacter, por exemplo, cresce melhor em
meio contendo nitrogénio organico, mas seu requisito minimo ¢ a
presenca de Ny; portanto, é selecionado para um meio contendo
N2 como tnica fonte de nitrogénio. Se for adicionado nitrogénio
organico ao meio, as condicdes ndo mais selecionam para
Agotobacter, mas sim para uma forma para a qual o nitrogénio
organico é o requisito minimo.
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Figura 5. Cultura de enriquecimento. As condi¢bes do meio e de
incubagdo favorecem o crescimento da espécie desejada sobre outras
bactérias na mesma amostra. (Reproduzido com permissio de Nester
EW, Anderson DG, Roberts CE, Nester MT: Microbiology: A Human
Perspective, 6* ed. McGraw-Hill, 2009, p. 99. © The McGraw-Hill

Companies, Inc.).

Na busca por um determinado tipo de organismo, que faz parte
de uma populagio mista, sido utilizados meios seletivos ou
diferenciais. Meios seletivos inibem o crescimento de organismos
diferentes daquele que esta sendo procurado. Por exemplo, o agar
Thayer-Martin é usado para isolar Neisseriagonorrhoeae, a causa da
gonorréia, de amostras clinicas. Os meios diferenciais contém
substancias que certas bactérias alteram de maneira reconhecivel.
Por exemplo, colonias de E /i tém um brilho iridescente
caracterfstico em 4gar contendo os corantes cosina e azul de
metileno (EMB 4gar). O d4gar EMB contendo uma alta
concentragdo de um agucar também fard com que os organismos
que fermentam esse agucar formem colonias avermelhadas. Meios
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diferenciais sio usados para fins como reconhecer a presenca de
bactérias entéricas na agua ou no leite e a presenca de certos
patégenos em amostras clinicas. A Tabela 2 apresenta as
caracteristicas dos meios representativos usados pata cultivar
bactérias.

Tabela 2. Caracteristicas dos meios representativos usados para cultivar

bactérias.
Meio Caracteristicas

Agar sangue Meio complexo usado rotineiramente em laboratérios
clinicos. Diferencial porque as colonias de organismos
hemoliticos sdo cercadas por zona de compensagio das
hemicias.

Agar chocolate Meio complexo usado para cultura de bactérias
fastidiosas, particularmente aquelas encontradas em
espécimes clinicos. Néo seletivo ou diferencial.

Glucose - sais Meio quimicamente definido. Usado em experimentos de

laboratério para estudar as necessidades nutricionais das

bactérias. Nao seletivo ou diferencial.

MacConkeyagar | Meio complexo usado para isolar bastonetes Gram-
negativos que normalmente residem no intestino. Seletivo
porque sais biliares e corantes inibem organismos Gram-
positivos e cocos Gram-negativos. Diferencial porque o
indicador de pH fica rosa-avermelhado quando o agticar
do meio, a lactose, é fermentado.

Agar nutriente Meio complexo usado para trabalhos laboratoriais de
rotina. Apoia o crescimento de uma vatiedade de
bactérias nio fastidiosas. Nio seletivo ou diferencial.

Thayer-Martin Meio complexo usado para isolar espécies de Neisseria,
que sao fastidiosas. Seletivo porque contém antibidticos

que inibem a maioria dos organismos, exceto as espécies

de Neisseria. Nao diferencial.

(Reproduzido com permissio de Nester EW, Anderson DG, Robert CE, Nester
MT: Microbiology: a humanperspective, 6* ed. McGraw-Hill, 2009, p. 96. © The McGraw-
Hill, Inc.).
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Isolamento de Microrganismos em Cultura Pura

Para estudar as propriedades de um determinado organismo, é
necessario manipula-lo em cultura pura livre de todos os outros
tipos de organismos. Para fazer isso, uma unica célula deve ser
isolada de todas as outras células e cultivada de tal maneira que
sua progeénie coletiva também permanega isolada. Varios métodos
estao disponiveis:

Revestimento

Ao contrario das células em meio liquido, as células em ou sobre
um meio gelificado sdo imobilizadas. Portanto, se poucas células
suficientes forem colocadas em um meio gelificado, cada célula
crescera em uma colonia isolada. O agente gelificante ideal para a
maioria dos meios microbiolégicos é o agar, um polissacarideo
acido extraido de certas algas vermelhas. Uma suspensio de 1,5 a
2% em agua se dissolve a 100°C, formando uma solucio limpida
que gelifica a 45°C. Assim, uma solu¢io de 4gar estéril pode ser
resfriada a 50°C, bactérias ou outras células microbianas
adicionadas e, em seguida, a solucdo rapidamente resfriada abaixo
de 45°C para formar um gel. (Embora a maioria das células
microbianas seja morta a 50°C, o curso do processo de morte é
suficientemente lento nessa temperatura para permitir esse
procedimento; veja a Figura 3.). Uma vez gelificado, o agar nio se
liquefaz novamente até que seja aquecido acima 80°C, de modo
que qualquer temperatura adequada para a incubacio de uma
cultura microbiana possa ser usada posteriormente. No método
pour-plate, uma suspensdo de células ¢é misturada com agar
derretido a 50°C e despejada em uma placa de Petri. Quando o
agar solidifica, as células sdo imobilizadas no agar e crescem em
colonias. Se a suspensio de células for suficientemente diluida, as
colonias serdo bem separadas, de modo que cada uma tenha uma
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alta probabilidade de ser derivada de uma unica célula (Figura 06).
Para ter certeza disso, no entanto, é necessario colher uma colonia
do tipo desejado, suspendé-la em dgua e replaqued-la. A repeti¢ao
desse procedimento varias vezes garante a obtencdo de uma
cultura pura.

1,0m 1,0m 1,0m 10m

Amostra 4 mlHa0 4 mlH.0 9 mi H,0 amil H,0
Oniginal ( Diluicio 107"y ( Diuigdo 102) ( Diluicdo 10-3) ( Diluicdio 104)

Misture com dqar
momo e despeje.

1.0ml 1.0ml

: ’/,- //

. e

Source: Karen C. Carmoll, Stephen A. M orse, Timothy, Steve Miller, Jawetz, Melnick, & Adelberg's Medical M icrobiology,
27" Edition. www accessm edicine.com
Copyright® McGraweHill Education, All ights reserved.

Figura 6. A técnica do pour-plate. A amostra original é diluida varias
vezes para diluir suficientemente a populacdo. As amostras mais diluidas
sdo, entdo, misturadas com 4gar morno e despejadas em placas de Petri.
As células isoladas crescem em colonias e sdo usadas para estabelecer
culturas puras. As colonias da superficie sdo circulares; as colonias da
subsupetficie sdo lenticulares (em forma de lente). (Reproduzido com
permissao de Willey JM, Sherwood LM, Woolverton CJ: Prescott,
Harley, & Klein's Microbiology, 7* ed. McGraw-Hill, 2008. © The
McGraw-Hill Companies, Inc.)

Alternativamente, a suspensio original pode ser espalhada em
uma placa de dgar com uma alca de arame (técnica de placa de
listras). A medida que o estriamento continua, cada vez menos
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células sio deixadas na al¢a e, finalmente, a alca pode depositar
células isoladas no agar (Figura 7). A placa é incubada e qualquer
colénia bem isolada é entdo removida, ressuspensa em agua e
novamente semeada em 4gar. Se uma suspensao (e nao apenas um
pouco de crescimento de uma colonia ou inclinacio) for estriada,
este método ¢é tdo confidvel quanto e muito mais rapido do que o
método pour-plate.

Observagdo: este método so funciona se a
ferramenta de espalhamento (geralmente
uma alga de inoculacdo) for reesterilizada
aposcadaumadasetapasla4.

£ . - v g . i

1 2 3 4 5

Etapas em uma placa de raia B
A

Source: Karen C. Camoll, Stephen A Morse, Timothy, Steve Miller, Jawetz, Melnick, & Adelberg’s Medical Microbiclogy,
27" Edition. www accessm edicine.com

Copyright® McGraweHill Education, All ights reserved.
Figura 7. Técnica de estrias. A: Um padrio tipico de estrias.
(Reproduzido com permissio de Willey JM, Sherwood CJ, Woolverton
CJ: Prescott, Harley, &Klein'sMicrobiology, 7* ed. McCgraw-Hill, 2008.
© The McGraw-Hill Companies, Inc.) B: Um exemplo de placa de

riscos. (Reproduzido com permissdo de Kathy Park Talaro).

Na técnica da placa de propagacio, um pequeno volume de
suspensao microbiana diluida contendo cerca de 30 a 300 células é
transferido para o centro de uma placa de 4gar e espalhado
uniformemente sobre a superficie com um bastdo de vidro curvo
estéril. As células dispersas desenvolvem-se em colonias isoladas.
Como o nimero de colénias deve ser igual ao numero de
organismos viaveis em uma amostra, placas espalhadas podem ser
usadas patra contar a populagdo microbiana.
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Diluzgao

Um método muito menos confiavel é o da diluicdo da extingio.
A suspensio ¢é diluida em série e as amostras de cada diluigio sdo
semeadas. Se apenas algumas amostras de uma dilui¢do particular
exibirem crescimento, presume-se que algumas das colonias
comegcaram a partir de células unicas. Este método nio é usado a
menos que o revestimento seja, por algum motivo, impossivel.
Uma caracteristica indesejavel deste método ¢ que ele s6 pode ser
usado para isolar o tipo de organismo predominante em uma
populagio mista.
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7 | CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante das consideracGes tedricas e praticas expostas
anteriormente, podemos resumir que:

Um organismo requer todos os elementos em sua matéria
organica e todo o complemento de fons necessarios para a
energia para crescer. Os nutrientes sdo classificados de acordo
com os elementos que fornecem, incluindo fonte de carbono,
fonte de nitrogénio, fonte de enxofre, fonte de fésforo e
fontes minerais.

Fatores de crescimento sio compostos orginicos que uma
célula precisa ter para crescer, mas que ¢ incapaz de sintetizar.

Deve haver uma fonte de energia presente para estabelecer
uma for¢a protonica motriz e permitir a  sintese
macromolecular. Os trés principais mecanismos de geracdo de
energia metabdlica sio a fermentagdo, a respiragio e a
fotossintese.

Fatores ambientais como pH, temperatura e aerag¢do sio
importantes para o crescimento dos microrganismos.
A maioria dos patégenos humanos sido neutrofilicos (e,
crescem melhor em pH de 6,0 a 8,0) e mesofilos (ze., crescem
melhor numa faixa de temperatura de 30 a 37°C).

Os organismos variam amplamente em sua capacidade de usar
oxigénio como aceptor de hidrogénio e em sua capacidade de
inativar  subprodutos téxicos do metabolismo aerdbico.
Eles podem ser agrupados como aerdbios obrigatérios,
anaerobios facultativos, anaerobios obrigatorios,
microaeréfilos e anaerébios aerotolerantes.

Os meios microbiolégicos podem ser formulados para permitir
o crescimento de um determinado tipo de microrganismo
presente em baixa densidade populacional (cultura de
enriquecimento),  identificar ~ tipos  especificos  de
microrganismos (meio diferencial) ou isolar um organismo
especifico de uma populagdo mista (meio seletivo).
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