Crescimento Microbiano




Fatores que influem no crescimento

Temperatura
pPH

Oxigénio
Agitacao

Pressao osmotica




Temperatura

Para todos 0s microrganismos existem trés
temperaturas cardeails:

Temperatura minima — abaixo do qual nao ha
crescimento.

Temperatura maxima — acima do qual nao ha
crescimento.

Temperatura 6tima — onde o crescimento é
maximo.




Os microrganismos sao classificados em trés grupos
principais considerando as variacoes de temperatura
de crescimento:

Psicrofilos (criofilos) — 6timo se localiza em torno
de 10°C. (0-20°C)

Mesofilos — otimo se localiza entre 20 e 40°C. (20-
50°C)

Termofilos — 0timo se localiza em torno de 60°C.
(40-70°)
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PH

Como a temperatura, existe uma faixa de valor de
pH 6timo, maximo e minimo para o crescimento
dos microrganismos.

Bactérias —pH 6,5-7,5
Fungos—-pH5e6

Excecao € o Thiobacillus thiooxidans, transforma
enxofre em acido sulfarico, pH 1.




Os microrganismos cultivados em laboratorio
com frequéncia produzem acidos que podem
Interferir no seu proprio crescimento.

Para neutralizar os acidos e para a manutencao
do pH normalmente sao incluidos tampoes
quimicos no meio de crescimento.

As peptonas e 0s aminoacidos podem, em
alguns melios agir como tamp0oes, grande parte
dos meios contém sais de fosfato para
manutencao do pH.




OXIgenio

O efeito da variacdo na quantidade disponivel de
oxigénio se faz sentir no crescimento de
microrganismos aerobios é facultativos.

Aerobios — rendimento da cultura
Facultativos — velocidade de crescimento e produtos

As necessidades sao providas por borbulhamento de
ar e/ou agitacao.




O metabolismo aerobio € muito mais eficiente,
favorece o rapido crescimento da cultura.

A via aerdbia tem geralmente como produtos
finais do metabolismo CO2 e agua.

A via anaerobia, fermentativa, tem como produtos
finais produtos organicos que variam de acordo
com O microrganismo empregado e que, ha
maioria das vezes Inibem o0 crescimento
microbiano.




Agitacao

Promove:
Uma melhor aeracao do meio
Homogeneizacao dos nutrientes no meio

Dispersao de metabdlicos




Pressao Osmotica

Os microrganismos necessitam de agua para
crescimento e seu conteudo celular é de 80 a 90 %.

A alta concentracao de solutos — solucao hipertonica —
causa a plasmolise ou encolhimento da celula, inibindo
0 crescimento.

Alguns organismos chamados halofilos extremos
necessitam de aproximadamente 30% de sal para
crescerem.

Halofilos facultativos sdo mais comuns e crescem em
concentracOes de até 2% de sal.




Halotolerante [ -
Staphylococcus Vibrio fischeri
aureus Halobacterium
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Classes de organismos, em relacéo a salinidade




Medidas de crescimento

Em microbiologia, o termo crescimento refere-se a
um aumento do numero de células e ndo ao
aumento das dimensoes celulares.

Geralmente 0 que se mede é o crescimento de uma
populacao, exprimindo-se em termos de massa
total ou em funcdo do nimero de individuos.




Determinacao do peso seco

Constitui 0 processo basico de medida de massa,
servindo de referéncia na padronizacdo de outro
metodos.
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Determinacao do peso seco

Onde:
m> = massa da membrana com a biomassa, no final do experimento, apds secagem.

m; = massa da membrana, no inicio do experimento.

V = Volume da amostra utilizada na filtracio.




O material centrifugado ou papel de filtro contendo
microrganismos é seco em estufa até peso constante.

No processo por centrifugacdo Sao necessarias
amostras relativamente grandes para que as medidas
tenham significado.

A lavagem das células antes da secagem pode levar a
perda de material e componentes celulares solGveis
podem ser retirados.

O processo nao pode ser aplicado quando o meio de
cultura contém particulas solidas em suspensao.




Determinacao quimica dos componentes celulares

E possivel calcular a massa microbiana pela dosagem de
certos componentes celulares, como proteinas e acidos
nucleicos.

Aplicavel a amostras pequenas.

Inconveniente da composicao celular variar com as
condicoes de crescimento.

Usado para o0 processo em estado solido como
estimativa do crescimento.




Turbidimetria

Consiste na medida da turvacao de uma suspensao
microbiana.

Quantificacdo em espectrofotometro ou colorimetro a
660 nm.

Tal metodologia requer a confeccdo de uma curva
padrao.

E menos sensivel mas, é de rapida e facil execucio,
nao destruindo a amostra.

Entretanto, ndo permite a determinacdo de ceélulas
viaveis.




Contagem de microrganismos viavels

Contagem de colonias apos espalhamento em
placa

E o método mais utilizado para contagem de
bactérias e leveduras.

Sao feitas diluicOoes adequadas da suspensao,
geralmente em agua destilada estéril ou solucéo
salina isotonica (NaCl 8,5g/L), semeando-se
aliquotas na superficie de meios sélidos.




Apos um periodo de incubacdo, conta-se as
colonias que cresceram.

Se o0 espalhamento foi bem feito cada colonia
corresponde a uma bactéria (UFC), usa a
diluicio feita para calcular o nUmero de bactérias

ou leveduras vivas presentes na suspensao
original.

O numero de colbnias estatisticamente valido é
de 20 a 200 para uma placa de 9 cm de diametro.




Diluicdes seqiienciais por transferéncias de 1 ml das células para 9 ml de meio
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Meétodo do Numero Mais Provavel (N.M.P)

Apos diluicao, inocula-se uma serie de 3, 5 ou 10
tubos com volume conhecido.

Depois da incubacéo, anota-se o numero de tubos
gque apresentam turvacao (crescimento) ou nao
para cada diluicao.

A proporcao de tubos turvos e nao turvos em cada
diluicdo inoculada esta relacionado com o numero
de organismaos VIVos.

O calculo é obtido a partir dos resultados obtidos
na pratica recorrendo a tabelas adequadas.




Metodo do Numero Mais Provavel (N.M.P)

Leitura: Tabela estatistica para
combinacdes de 3 tubos

Namero de tubos cujo erescimento Nomero Limite
¢ visivel para cada guantidade do Mais NMP
produto sob exame Proviavel
de
00 mL | 0,00 mL| 0000 mL | ™% | mferior | Superio
ftubo ftubo ftubo mismos / r
mL

0 0 0 <3 - -
0 0 1 3 =05 9
0 1 0 3 <5 13
1 0 0 4 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 +4
2 1 1 20 7 89
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 50 4800
3 3 3 =2.400 - -




Contagem do numero total de individuos

Colocar diluicoes conhecidas da suspensdao em
camera de contagem e, sob 0 microscopio, contar
diretamente 0o numero de particulas presentes num
determinado volume.

Sabendo-se a area de campo, calcula-se o nimero na
suspensao.
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Fases do Crescimento Microbiano




Numa cultura descontinua, as condicOes nao
permanecem Ideals por muito tempo.

A guantidade de nutrientes comeca a diminuir e
produtos do metabolismo microbiano vao se
acumulando.

Essas  modificacoes Influem sobre o
crescimento dos microrganismos.




CURVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)

Lag :Lleg Estacionaria Declinio

Tempo (Hrs)

Curva de Crescimento Padrao, em um sistema fechado




Fase “lag”

Fase de adaptacao do microrganismo ao meio de
cultura.

N&o ha reproducao celular.

A duracao desta fase varia com o tamanho do

Inoculo, com a idade das células e com seu estado
bioquimico.

Sendo X a concentracao celular e t o tempo de
cultivo, a velocidade de crescimento (g/L.h):




Fase de crescimento exponencial “log”

A quantidade de nutrientes €& superior as
necessidades do microrganismo.

Ainda nao se acumulou uma quantidade
significativa de substancias toxicas no meio.

A velocidade de reproducao celular atinge o
maximo, e e constante.

Varia de acordo com o0 microrganismo e as
condicoes de cultivo.




Tratando-se de bactérias, certas algas
unicelulares e algumas leveduras que se
multiplicam por divisao binaria, temos

N = N,.2"

N € 0 niumero de microrganismos ao fim de n
divisoes (ou geracoes) e Noé o nimero inicial.
Aplicando logaritmos,temos

logN = logN, + nlog?2




O numero de geracoes sera:

_ logN —logN,

" log 2

A velocidade exponencial de crescimento,R, é
expressa pelo niumero de geracdes na unidade
de tempo:

n  logN —logN,

R =
t —t, log2(t — to)




A reciproca de R é o tempo de geracao:

1 [
G =— = 0
R n

Estas equacbes sO se aplicam a
microrganismos que se dividem
binariamente e com 100% de viabilidade




No caso mais geral:

ax _
ac H

Ou seja, a velocidade de crescimento &
proporcional a concentracao de
microrganismos num instante dado.

L é a velocidade especifica de crescimento.




Integrando temos,

[ i t
nXU—,u

InX = InX, + ut




Fase mais importante do crescimento
microbiano.

Nela é possivel estudar a influéncia de uma
série de fatores, analisando as modificacoes

Introduzidas na curva de crescimento e na
composicao do meio de cultura.




Fase estacionaria

O numero de iIndividuos novos é igual ao
numero de individuos que morre.

As causas na parada de crescimento podem ser
0 acumulo de metabolitos toxicos, o
esgotamento de nutrientes e o esgotamento de
O:.




Fase de declinio

Depois de certo tempo, 0 numero de
organismos que morre torna-se maior aos dos
que surgem.

Eventualmente a cultura se esteriliza.

Como as demais fases, a duracdo &
extremamente variavel.




Cultivo Continuo

Descontinuo — 0 meio nao é renovado, as
condicoes variam de forma progressiva.

Continuo - todos 0s parametro se mantém
constantes ao longo do cultivo.

No cultivo continuo novo meio é adicionado
constantemente ao sistema, do qual se retirar
um volume correspondeste.
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Producao de celulases por Trichoderma
reesel RUT C30 em meio com lactose

» Microrganismo

Trichoderma reesei RUT C 30
» Meio de manutencdo do microrganismo (BDA)

Composicao Concentracoes(g/L)

Extrato de Batata 200

Glicose ou Dextrose 20

Agar 15




»Pré-inoculo
Meio Xiong — 200 rpm, 30°C, 36 horas




Meio Xiong

Reagentes

Lactose

(NH,),SO,
KH,PO,

CacCl,

MgSO, 7H,0
Peptona

Extrato de levedura
Tween 80

Solucgao estoque*

30

5

5

0,8

0,6

0,75
0,30
0,2mL/L
10 mL/L

Solucéao estoque

Reagentes

(9/L)

FeSO, 7H,0
CoCl,. 6H,0
MnSO, 7H,0

ZnSO, 7H,0

0,5
0,2
0,16

0,14




v Cultivos em Biorreator de Bancada

Condicdes de Cultivo

Agitacao= 500 rpm
Tempo= 72 horas

pH=5,0

Aeracao= 2 vvm

Fontes de carbono= lactose

Biorreator de bancada instrumentado
(Bioflo 110, New Brunswick Scientific




Sistema usado para determinar biomassa
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