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Apresentacao e-Tec Brasil

Prezado estudante,
Bem-vindo ao e-Tec Brasil!

Vocé faz parte de uma rede nacional publica de ensino, a Escola Técnica
Aberta do Brasil, instituida pelo Decreto n® 6.301, de 12 de dezembro de
2007, com o objetivo de democratizar 0 acesso ao ensino técnico publico, na
modalidade a distancia. O programa é resultado de uma parceria do Minis-
tério da Educacao, por meio das Secretarias de Educacdo a Distancia (SEED)
e de Educacao Profissional e Tecnolégica (SETEC), as universidades e escolas
técnicas estaduais e federais.

A educacao a distancia no nosso pais, de dimensdes continentais e grande
diversidade regional e cultural, longe de distanciar, aproxima as pessoas ao
garantir acesso a educacao de qualidade e ao promover o fortalecimento
da formacao de jovens moradores de regides distantes dos grandes centros
geografica e ou economicamente.

O e-Tec Brasil leva os cursos técnicos a locais distantes das instituicoes de
ensino e para a periferia das grandes cidades, incentivando os jovens a concluir
o ensino médio. Os cursos sao ofertados pelas instituicdes publicas de ensino,
e 0 atendimento ao estudante é realizado em escolas-polo integrantes das
redes publicas municipais e estaduais.

O Ministério da Educacao, as instituicoes publicas de ensino técnico, seus
servidores técnicos e professores acreditam que uma educacdo profissional
qualificada — integradora do ensino médio e da educacao técnica, — é capaz
de promover o cidadao com capacidades para produzir, mas também com
autonomia diante das diferentes dimensodes da realidade: cultural, social,
familiar, esportiva, politica e ética.

No6s acreditamos em vocé!

Desejamos sucesso na sua formacao profissional!

Ministério da Educacao
Janeiro de 2010

Nosso contato
etecbrasil@mec.gov.br






Indicacao de icones

Os icones sao elementos graficos utilizados para ampliar as formas de
linguagem e facilitar a organizacao e a leitura hipertextual.
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Atencao: indica pontos de maior relevancia no texto.

Saiba mais: oferece novas informacbes que enriguecem o
assunto ou “curiosidades” e noticias recentes relacionadas ao
tema estudado.

Glossario: indica a definicao de um termo, palavra ou expressao
utilizada no texto.

Midias integradas: sempre que se desejar que os estudantes
desenvolvam atividades empregando diferentes midias: videos,
filmes, jornais, ambiente AVEA e outras.

Atividades de aprendizagem: apresenta atividades em diferentes
niveis de aprendizagem para que o estudante possa realiza-las e
conferir o seu dominio do tema estudado.
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Palavra do professor-autor

A disciplina de microbiologia, juntamente com a matematica, a quimica e a
fisica, constitui um dos ramos fundamentais das ciéncias basicas. O conheci-
mento e o estudo detalhado dos microrganismos e de suas funcoes permitem
estabelecer seu uso em aplicagdes muito variadas, desde o campo médico,
alimentar e ambiental, agricola e industrial. Desse modo, a microbiologia
consolida-se como um dos pilares da biotecnologia.

Neste caderno apresentaremos a microbiologia geral, que é voltada para o
estudo da morfologia, seus arranjos e reacdes aos processos de coloracao,
fisiologia, metabolismo, caracterizacao e identificacdo dos microorganismos.

Ao adentrar o universo microbiolégico, vocé tera condicdes de multiplicar seu
conhecimento, mas como em toda disciplina, ndo serao esgotados os assuntos
aqui iniciados, proporcionando a retomada e a complementacao dos assuntos
abordados através de atividades e sugestoes de estudo no ambiente virtual de
ensino-aprendizagem do curso. Uma fonte importante de consulta serdo os
sitios eletrdnicos sobre microbiologia. Também, para que se possa aproveitar
melhor o presente material, sugerimos caro estudante, que vocé faca uma
leitura cuidadosa do texto, explorando também as figuras que acompanham
e ilustram as explicacoes.

Como em todo curso, ou em qualquer situagdo nova, existirao momentos
desafiadores, que nos levarao a mudancas, as quais sao imprescindiveis para

a nossa formacao.

Bons estudos.






Apresentacao da disciplina

“N&o se pode ensinar tudo a alguém,
pode-se apenas ajuda-lo a encontrar por si mesmo”.

Galileu Galilei

A microbiologia [do grego: mikros (“pequeno”), bios (“vida”) e logos (“cién-
cia”)] é o estudo dos organismos microscépicos e de suas atividades. Preo-
cupa-se com a forma, a estrutura, a reproducao, a fisiologia, o metabolismo e
aidentificacdo dos microrganismos. Assim a microbiologia envolve o estudo de
organismos procariotos (bactérias, archaeas), eucariotos inferiores (algas,
protozoarios, fungos) Figura A.

A microbiologia teve inicio com o polimento de lentes, feitas a partir de
pecas de vidro, combinadas até produzir aumentos suficientemente grandes
que possibilitassem a visualizacdo dos microrganismos. Os relatos de Robert
Hooke e Antony van Leeuwenhoek possibilitaram as primeiras observacdes
de bactérias e outros microrganismos. Embora nao tenha sido, provavel-
mente, o primeiro a ver as bactérias e os protozoarios, o holandés Antony
van Leeuwenhoek (1632-1723) foi o primeiro a relatar suas observacdes, com
descricdes precisas e desenhos. Embora van Leeuwenhoek seja considerado
0 “pai” da microbiologia, os relatos de Hooke, descrevendo a estrutura de
um bolor, foram publicados anteriormente aos de Leeuwenhoek. Assim, esses
dois pesquisadores sdo considerados os pioneiros nessa ciéncia.

1

Para saber mais sobre a forma
de algumas bactérias e a histéria
da microbiologia, acesse:
http://lwww.portalsaofrancisco.
com.br/alfa/microbiologia/
microbiologia-3.php



Figura A: Exemplos de microorganismos: (a) Archeae; (b) Bactéria; (c ) Fungo Penicilium;
(d) Alga; (e) Protozoario Tripanossoma cruzi e (f) Virus HIV
Fonte: (a) www.microbiologybytes.com
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b) http://www.sciencemusings.com/blog/uploaded_images/Bacteria-772833.jpg
) http://faculty.clintoncc.suny.edu

) http://lectoracorrent.blogspot.com

) http://cbme.usp.br
f) http://pathmicro.med.sc.edu/lecture/hivd.htm
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Projeto instrucional

Disciplina: Microbiologia Geral (carga horaria: 60h).

Ementa: Morfologia, estrutura celular e reproducao de bactérias e leveduras.
Bioquimica das fermentacoes. Velocidade de reacoes fermentativas e fatores que
as influenciam. Fatores que influenciam no desenvolvimento de microorganis-
mos. Procedimentos basicos de analises microbiolégicas. Unidades de medidas,
sistemas de unidades e fatores de conversao para expressar os resultados das
andlises efetuadas.

1. Principais areas
da microbiologia e
microscopia

2. A célula

3. Bactérias: morfo-

logia e estrutura

OBJETIVOS DE

APRENDIZAGEM

Reconhecer a importancia da
microbiologia nas diferentes areas
bioldgicas.

Compreender as principais caracteristicas
dos microrganismos.

Compreender a importancia da
microscopia no estudo da microbiologia,
reconhecendo as principais partes e 0s
tipos de microscopio.

Entender como as imagens sdo ampliadas.

Compreender que as células sdo
unidades fundamentais da vida.
Diferenciar células procariontes de
células eucariontes.

Conhecer as bactérias: seu tamanho e
sua morfologia.

Compreender as estruturas das células
bacterianas.

Entender e diferenciar bactérias Gram
positivas de Gram negativas.

Identificar estruturas da membrana e do
citoplasma bacteriano.

MATERIAIS

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equagdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serao disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discussao.

Apostila didatica, composta

de introdugéo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equagdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discussao.

Apostila didatica, composta

de introdugéo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equacdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como foruns para discussao.

CARGA
HORARIA
(horas)
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07

13



OBJETIVOS DE
APRENDIZAGEM

MATERIAIS

CARGA
HORARIA

4. Bactérias: repro-
ducdo, nutricao e
crescimento

5. Fungos (levedu-
ras): morfologia e
estruturas

6. Fungos (levedu-
ras): reprodugéo,
nutricdo e cresci-
mento

7. Metabolismo
e cinética dos
microrganismos

8. Provas bioqui-
micas e cultura de
microrganismos
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Compreender os tipos de reprodugéo
bacteriana.

Conhecer as formas de obtengdo de
energia das bactérias.

Entender e diferenciar macro de
micronutrientes.

Compreender as fases da curva de
crescimento das bactérias.
Compreender os fatores que limitam o
crescimento das bactérias.

Conhecer os fungos: suas principais
caracteristicas.

Conhecer a importancia das leveduras
nos processos industriais.

Identificar as formas e os arranjos
morfolégicos das leveduras.
Compreender as estruturas das células
das leveduras.

Compreender os tipos reprodutivos das
leveduras.

Conhecer as formas de obtencdo de
energia das leveduras.

Entender a nutricao das leveduras.
Compreender a curva de crescimento e
os fatores que limitam o crescimento das
leveduras.

Compreender o metabolismo e a cinética
dos microrganismos.

Diferenciar e entender anabolismo e
catabolismo.

Conhecer tipos fermentativos.

Entender o rendimento energético na
respiragao e na fermentacdo.

Entender os calculos do tempo de
geracdo e a taxa de crescimento.

Conhecer principios e procedimentos de
diversas provas (testes) bioquimicas usa-
das na identificacdo de microrganismos.
Conhecer técnica de enumeracéo e
deteccdo de microrganismos — Método
do Ndmero Mais Provavel (NMP).

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equages, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discusséo.

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equacoes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discusséo.

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equagdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discusséo.

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equagdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discusséo.

Apostila didatica, composta

de introdugdo, objetivos e um
roteiro de estudo, composto

por textos, figuras, exemplos,
equagdes, links, midias integra-
das, questionamentos, reflexdes,
lembretes, atividades de apren-
dizagem e sintese. No ambiente
virtual serdo disponibilizadas
atividades complementares, bem
como féruns para discusséo.

(horas)

07

08

05



Aula 1 - Principais areas da
microbiologia e microscopia

“Meditai se s6 as nacoes fortes podem fazer
ciéncia ou se é a ciéncia que as torna fortes”.

Oswaldo Cruz
Objetivos

Reconhecer a importancia da microbiologia nas diferentes areas
bioldgicas.

Compreender as principais caracteristicas dos microrganismos.

Compreender a importancia da microscopia no estudo da microbio-
logia, reconhecendo as principais partes e os tipos de microscépio.

Entender como as imagens sao ampliadas.

1.1 Apresentacao

As informacoes aqui apresentadas auxiliardo na compreensao de algumas
areas de atuacao da microbiologia, assim como na apreensao das principais
caracteristicas dos microrganismos. Existem numerosos aspectos no estudo
da microbiologia, que é dividido em duas areas: a microbiologia basica e a
microbiologia aplicada.

1.2 Microbiologia basica
A Microbiologia Basica estuda:

* A natureza e as propriedades dos microrganismos (morfolégicas, fisiold-
gicas, bioquimicas, etc.).

e (Caracteristicas morfolégicas (tamanho e forma das células, composicdo
quimica, etc.).

Aula 1 - Principais areas da microbiologia e microscopia 15



Para saber mais

sobre a importancia da
microbiologia, acesse:
http://www.portalsaofrancisco.
com.br/alfa/microbiologia/
microbiologia-2.php

e Caracteristicas fisiolégicas (nutricdo e condicdes de crescimento e reproducao).
e Atividades bioquimicas (obtencao de energia pelos microrganismos).
e Caracteristicas genéticas (hereditariedade e variabilidade das caracteristicas).

e (Caracteristicas ecolédgicas (microrganismos no ambiente e sua relacao
com outros organismos).

e Potencial patogénico dos microrganismos.

e C(Classificacao (relacao taxonémica entre os grupos dos microrganismos).

1.3 Microbiologia aplicada

A microbiologia aplicada estuda o controle e o uso dos microrganismos de
maneira benéfica (processos industriais, controle de pragas e de doencas,
producao de alimentos, etc.).

Na area industrial, os microrganismos sao utilizados na sintese de substancias
quimicas como acido citrico, antibiéticos mais complexos e enzimas.

Na area ambiental, os microrganismos sao usados como agentes de biode-
gradacao e de limpeza ambiental, no controle de pragas, etc.

A microbiologia médica trata dos microrganismos causadores de doencas e
da prevencao e controle das mesmas.

A microbiologia dos alimentos esta relacionada com doencas transmitidas por
alimentos, controle de qualidade e producao de alimentos (queijos, bebidas,
paes, etc.).

1.4 Caracteristicas dos principais grupos
de microrganismos

Os microrganismos procariontes compreendem as bactérias, que se dividem

em eubactérias e arqueobactérias, e 0s microrganismos eucariontes, que

compreendem os protozoarios e alguns fungos. (Quadro 1.1)
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Quadro 1.1: Caracteristicas dos principais grupos de microrganismos

Microrganismos

Caracteristicas

Acelulares; menores e mais simples, em estrutura que as bactérias; contém geralmente
apenas um tipo de acido nucléico (DNA ou RNA), protegido por uma capa protéica;
podem multiplicar-se apenas dentro das células vivas. Porém, poucos virus de DNA, como
o citomegalovirus e o virus da hepatite B, podem iniciar a sintese de moléculas de RNA
enguanto ainda estao se formando, de modo que a particula viral contém os dois tipos de
acidos nucléicos (DNA e RNA).

1. Virus

Sao procariontes; ndo possuem membrana nuclear (carioteca) e estruturas membrano-

2. Bactérias . . < g . o iy
sas intracelulares organizadas; sao divididas em dois grupos: Eubactérias e Arqueobactérias.

Apresentam varias formas (esférica, bastonete e espirilo), aparecem isoladas ou em for-

Eubactérias - : .
mas de col6nias; variam de 0,2 — 5,0 pm; séo unicelulares e algumas apresentam flagelos.

Sao semelhantes as eubactérias, mas apresentam diferencas importantes quanto a sua
composicao quimica, habitam ambientes extremos como os de altas concentragdes sali-
nas, os de acidez e os de temperatura.

Arqueobactérias

Sao eucariontes; unicelulares, ndo apresentam parede celular rigida, ndo contém clo-
rofila; alimentam-se por ingestao; alguns movem-se por meio de flagelos ou cilios e sao
amplamente distribuidos na natureza.

3. Protozoarios

Sao eucariontes; com parede celular rigida; uni ou pluricelulares; desprovidos de cloro-

4. Fungos : . X s .
g fila; alimentam-se por absorcdo. Sdo conhecidos como bolores, leveduras e cogumelos.
Bolores Sao fungos multicelulares e produzem estruturas filamentosas (hifas e micélios).
Sao fungos unicelulares e apresentam formas variadas (esférica a ovoide; elipsdide a
Leveduras '
filamentosos).
Sao eucariontes; contém clorofila (realizam fotossintese); podem ser uni ou pluricelula-
5. Algas res; apresentam parede celular rigida; crescem em diversos ambientes, mas a maioria é

aquatica.

Fonte: Adaptado de Amabis e Martho, 2004

1.5 Microscopia
O microscépio é um instrumento indispensavel para os trabalhos laboratoriais,
tornando possivel a observacao de estruturas invisiveis a olho nu.

Os microscopios sao classificados dependendo do principio no qual a amplia-
cao é baseada. Eles podem ser:

Opticos — empregam dois sistemas de lentes, ocular e objetiva, através das
quais a imagem ampliada é obtida. (Figura 1.1)

Eletronicos — empregam um feixe de elétrons para produzir aimagem ampliada.

O microscopio dptico é utilizado para observar células procariotas e eucariotas,
e o eletronico, detalhes celulares e virus.

Aula 1 - Principais areas da microbiologia e microscopia 17

DNA
Acido desoxirribonucléico.

RNA
Acido ribonucléico.

procariontes
Seres unicelulares que ndo
possuem carioteca.

carioteca
Membrana que separa o0 material
genético do citoplasma.

eucariontes
Seres uni ou pluricelulares que
possuem carioteca.

Classificacdo dos seres vivos
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/intromicro/
intromicro.html#classificacao




e-Tec Brasil

Partes mecanicas

1 base ou pé

2 parafusos macro e
microscopico

3 haste ou braco

4 mesa ou platina

5 charriot

6 revélver das objetivas

7 canhao

Figura 1.1: Partes do microscépio 6ptico
Fonte: CTISM

1.5.1 Partes mecanicas do microscopio
Pé (1) — da suporte ao microscépio, garantindo a estabilidade.

Brago (3) — haste vertical ou inclindvel fixada a base.

Platina (4) — plataforma na qual se colocam as preparacoes a serem observa-
das. Apresenta no centro, uma abertura por onde passam 0s raios luminosos.

Revolver (6) — suporte das objetivas, fixado a extremidade inferior do tubo,

serve para facilitar a substituicao de uma objetiva por outra, colocando-as por
rotacdo em posicao de observacao.

18 Microbiologia Geral



Canhao (7) - suporte cilindrico da ocular.

Parafuso macrométrico ou dos grandes deslocamentos (2) — permite
movimentos de grande amplitude e rapidos, por deslocamento vertical da
platina. E indispensavel para fazer as focagens.

Parafuso micrométrico ou de focagem lenta (3) — permite movimentos
lentos do deslocamento da platina para focagens mais precisas.

1.5.2 Partes opticas do microscopio

Sistema de ampliacao — consiste na associacao de dois conjuntos de lentes
(objetiva e ocular), constituindo u m sistema éptico composto. A ampliacao
total resulta do produto da capacidade de ampliacao da objetiva pela capaci-
dade de ampliacao da ocular. Veja a Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Produtos da ampliacao do microscopio 6ptico

Ampliacao Ampliacao final
Objetiva Ocular Objetiva x ocular
4x 10x 40x
10x 10x 100x
45x 10x 450x
100x 10x 1000x

Fonte: Adaptado de http://www.mundodacana.com
Objetiva — aumenta a imagem do objeto.
Objetiva de imersao — ¢ a lente que fornece maior aumento, é muito usada
em laboratério de microbiologia. E necessario ¢leo de imersao para assegurar
um trajeto do raio luminoso opticamente homogéneo entre a lamina e a lente
objetiva. Depois do uso, devem-se limpar as superficies dpticas com papel
absorvente com um pouco de xilol, pois restos de 6leo podem danificar o
sistema optico do microscopio.
Ocular - lente que aumenta a imagem recebida da objetiva.

Sistema de iluminacao — consiste na associacao de trés pecas fundamentais:

e Espelho duplo ou fonte de luz — destina-se a refletir para a platina a
luz que recebe da fonte luminosa.

Aula 1 - Principais areas da microbiologia e microscopia 19



e Diafragma - regula a intensidade de luz no campo visual do microscopio.

e Condensador — distribui regularmente no campo visual do microscépio
a luz refletida pelo espelho ou diretamente da fonte luminosa.

Quadro 1.2: Comparativo de diferentes tipos de microscopios

Ampliacao Observacao
maxima util do espécime

Tipo de microscépio Aplicagdes
Microrganismos e tecidos

Caracteristicas morfoldgicas
corados ou descorados; as

grosseiras de bactérias,

Campo claro 1.000 — 2.000 bactérias, geralmente coradas,
leveduras, bolores, algas e
aparecem com a cor do L
protozoarios
corante

Microrganismos que exibem

Microrganismos vivos sem .
algumas caracteristicas morfo-

prévia preparacao; aparecem

Campo escuro 1.000 — 2.000 ) B |6gicas especiais quando vivos
brilhantes ou iluminados . g
e em suspensao fluida; por
sobre um campo escuro :
exemplo, as espiroguetas
Técnica de diagndstico em
. Luminoso e corado; cor do ue o corante fluorescente
Fluorescéncia 1.000 — 2.000 q )
corante fluorescente fixado ao organismo revela a
sua identidade
Exame de estruturas
o celulares em microrganismos
Graus variaveis de . .
Contraste de fase 1.000 — 2.000 (pEr— maiores e vivos; por exemplo,
leveduras, algas, protozoarios
e algumas bactérias
Observado em tela fluores Exame das ultra-estruturas
Eletronico 200.000 — 400.000 das células Microbianas e

cente )
de virus

Fonte: Pelczar et al, 1996

Tendo em vista que a base desta disciplina é trabalhar com microrganismos,
é importante ter uma nocao da escala de tamanho e das diferentes unidades
de comprimento.

Quadro 1.3: Unidades de comprimento utilizadas
Unidade

I Simbolo Equivaléncia
Micrémetro pum milésima parte do milimetro
Nanometro nm milésima parte do micrometro
Angstrom A décima parte do nanémetro

Fonte: Raven et al, 2001

Unidades métricas usadas em microbiologia sao: micrébmetro e nanémetro.
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Resumo

Nessa aula estudamos as areas de atuacao da microbiologia; os grupos de
microrganismos e suas caracteristicas; e os principais tipos de microscépios.
Dentre 0s microrganismos daremos destaque nas préximas aulas as bactérias
e aos fungos, em especial as leveduras.

Atividades de aprendizagem
1. O que estuda a microbiologia e qual a sua importancia?
2. O que estuda a microbiologia basica? E a microbiologia aplicada?

3. Cite dois exemplos da utilizacdo dos microrganismos em processos
industriais.

4. Qual a diferenca entre as eubactérias e as arqueobactérias?

5. Como sao classificados os fungos?

6. Como é constituido o sistema de ampliacao de um microscédpio?

7. Sevocé estiver observando uma estrutura ao microscépio éptico em que a
ocular fornece aumento de 10 vezes e a objetiva de 25 vezes, em quanto

estara sendo aumentado o seu objeto de estudo?

8. Explique de forma simplificada, o que se consegue analisar utilizando um
microscoépio de campo claro e um microscépio de contraste de fase.
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Aula 2 - A célula

“A honestidade foi e serd sempre a arma decididamente mais forte
para todas as lutas da humanidade que vive e progride”.

Enrico Fermi
Objetivos
Compreender que as células sdo unidades fundamentais da vida.

Diferenciar células procariontes de células eucariontes.

2.1 Apresentacao
As informacdes aqui apresentadas ajudarao vocé a compreender melhor que
a célula é a unidade bésica da vida, e entender as diferencas entre uma célula
procarionte e uma célula eucarionte, que é de fundamental importancia para
o0 estudo dos microrganismos.

2.2 A célula: unidade fundamental da vida
que se ligam ao DNA

A célula é a unidade estrutural e funcional dos organismos vivos, ou seja,
todos os seres vivos sao formados por células. Os menores sao constituidos
por uma unica célula, os maiores por bilhdes. A percepcao de que todos 0s
organismos sao compostos por células foi um dos mais importantes avancos
cientificos. A palavra célula no sentido bioldgico foi usada, pela primeira vez,
pelo cientista inglés Robert Hooke no século XVII.

As células surgem de outras células preexistentes. As formas mais simples
de vida sao células solitarias (organismos unicelulares), enquanto as formas
superiores contém associacoes de células, constituindo col6nias de organismos
unicelulares ou constituindo organismos pluricelulares mais complexos. As
células podem apresentar estrutura e forma variadas.
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membrana plasmatica
Membrana que separa 0s
contetidos celulares do
ambiente externo.

histonas
Sao proteinas que se
ligam ao DNA.

Todas as células compartilham dois aspectos essenciais. O primeiro é uma
membrana externa, a membrana plasmatica. O outro é o material genético
(informacao hereditaria) que regula a atividade da célula, possibilitando a sua
reproducado e a passagem das suas caracteristicas para a sua descendéncia.

A organizacao do material genético é uma das caracteristicas que separa as
células procariontes das células eucariontes. Nas células procariontes, o mate-
rial genético (DNA) esta na forma de uma grande molécula circular, conhecida
como cromossomo. Em células eucariontes, o DNA ¢ linear e fortemente ligado
a proteinas especiais, conhecidas como histonas, formando certo nimero de
Cromossomos complexos.

As células dos microrganismos podem ser divididas em duas categorias: Célu-
las Eucaridticas apresentam um nucleo separado do citoplasma por uma
membrana nuclear (carioteca); Células Procaridticas apresentam material
nuclear sem membrana. Veja as Figuras 2.1, 2.2 e 2.3.

Flagelos

Parede celular

Membrana

Capsula "
P plasmatica

Fimbrias Citoplasma

X

Plasmideo

Ribossomos

Nucleoide
(DNA)

Mesossoma

Figura 2.1: Célula bacteriana
Fonte: CTISM
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Os procariontes consistem de duas linhagens distintas: Bactéria (ou eubacté- E
ria) e Archea. Sdo 0s menores organismos e 0s mais simples estruturalmente.

Em termos evolutivos, eles sao também os mais antigos organismos da Terra

(foram encontrados fésseis de cerca de 3,5 bilhdes de anos).

Plasmodesmo Parede celular
Cloroplasto Amiloplasto

Centrossomo

Reticulo
endoplasmatico
liso

Citoplasma
Vacuolo

Mitocondria Nucléolo

Microfilamentos Cromatina

Reticulo
Microttbulos endoplasmatico Carioteca
Complexo rugoso
Citoesqueleto de Golgi | Ribossomos Nucleo

Membrana plasmatica

Figura 2.2: Célula vegetal
Fonte: CTISM
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Glicocalice
Zona rica em carboidratos na
superficie das células.

Peroxissomo

Reticulo
endoplasmatico
liso

Mitocondria

Reticulo

endoplasmatico

rugoso

Figura 2.3: Célula animal

Fonte: CTISM

Microfilamentos

Citoplasma

Ribossomos

Flagelo

Cinetossomo

Complexo
de Golgi

Membrana
plasmatica

Fagossomo

entriolos

Citoesqueleto

2.3 Diferencas entre organismos
procarlontes e eucariontes
O Quadro 2.1 apresenta as principais caracteristicas das células de procariontes

e de eucariontes.

Quadro 2.1: Diferencas entre células procariontes e células eucariontes

Caracteristicas

Grupos pertencentes
Tamanho da célula
Ncleo

Organelas membranosas

Glicocalice ou glicocalise

Parede celular

Ribossomos

26

Células procariontes
Bactérias e cianobactérias

0,2-5,0pym

Ausente — auséncia de carioteca
(membrana nuclear)

Ausentes
Presente

Presente e complexa bioquimicamente
(parede celular bacteriana tipica
apresenta peptidoglicano)

Distribuidos no citoplasma

Células eucariontes

Protozoarios, algas, fungos, vegetais
e animais

10 - 100 pm

Presente — presenca de carioteca
(membrana nuclear)

Presentes

Presente em células animais

Quando presente é simples quimica-
mente (apenas plantas e fungos)

Distribuidos no reticulo endoplasma-
tico, na mitocondria e no cloroplasto
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Caracteristicas Células procariontes Células eucariontes

DNA Cromossomo Unico, circular, sem Cromossomos multiplos, linear, com
histona histona
o : . Protozodrios, algas, fungos, vegetais
Grupos pertencentes Bactérias e cianobactérias .
e animais
Divisao celular Fissao binaria Mitose e meiose

Fonte: Junqueira & Carneiro, 2005

2.4 Citoplasma

O citoplasma é o espaco intracelular (dentro da célula) preenchido por uma
matriz semifluida que tem a consisténcia de gel, denominada hialoplasma,
na qual estd “mergulhado” tudo o que se encontra dentro da célula, tal
como moléculas e organelas. O citoplasma é constituido principalmente de
agua (80%), mas também contém ions, sais minerais e moléculas, tais como
proteinas, carboidratos e o RNA, que correspondem aos 20% restantes.

2.5 Organelas citoplasmaticas

Como vimos 0s organismos procariontes nao possuem nucleo organizado
e geralmente sdo pequenos. Caracterizam-se por nao possuirem organelas
envoltas por membranas, tais como o reticulo endoplasmatico, o complexo de
Golgi, as mitocondrias e os plastos. As células eucariontes sao mais complexas
e sao tipicas de protozoarios, fungos, animais e vegetais.

Uma organela citoplasmatica pode ser definida como uma determinada parte
do citoplasma responsavel por uma ou mais funcoes especiais. As organelas
mais importantes estao citadas abaixo.

e Ribossomos

e Mitocondrias

e Complexo de Golgi

e Centriolo

e Lisossomo

e Reticulo endoplasmatico liso
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e-Tec Brasil

e Reticulo endoplasmatico rugoso
e Cloroplastos
e Flagelos

2.5.1 Ribossomos

Sao responsaveis pela sintese de proteina. Eles ndo sao limitados por membra-
nas e, portanto, ocorrem tanto em procariontes quanto em eucariontes. Os
ribossomos de eucariontes sao ligeiramente maiores que os de procariontes.
Eles sdo compostos por duas subunidades de tamanhos diferentes. Bioguimica-
mente, o ribossomo consiste em RNA ribossémico (RNAr) e umas 50 proteinas
estruturais. Veja na Figura 2 .4.

Figura 2.4: Estrutura de um ribossomo
Fonte: CTISM

2.5.2 Mitocondrias

Sao formadas por duas membranas, uma externa e outra interna. Enquanto
a membrana externa é lisa, a membrana interna possui inimeras pregas,
chamadas cristas mitocondriais. A cavidade interna das mitocondrias é pre-
enchida por um fluido, denominado matriz mitocondrial, que contém grande
quantidade de enzimas dissolvidas, necessarias para a extracao de energia dos
nutrientes. Figura 2.5.

As mitocdndrias sao de fundamental importancia no processo de respiracao
celular e no fornecimento de energia a partir da quebra da glicose.
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Figura 2.5: Estrutura de uma mitocéndria
Fonte: CTISM

2.5.3 Complexo de Golgi

Sao estruturas membranosas, formadas por bolsas achatadas e empilhadas
cuja funcao é elaborar e armazenar proteinas advindas do reticulo endoplas-
matico. E abundante em células secretoras. Figura 2.6.

7 )

\: J

Figura 2.6: Estrutura do complexo de Golgi
Fonte: CTISM

2.5.4 Centriolos

E formado por um par de cilindros cuja parede é constituida por nove conjun-
tos de trés microtubulos cada, e, geralmente, ocorrem aos pares nas células.
Os centriolos sao desprovidos de membrana, sua constituicao é de natureza
protéica. Os centriolos originam estruturas locomotoras, denominadas cilios
e flagelos, que diferem entre si quanto ao comprimento e nimero por célula.
Figura 2.7.
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Figura 2.7: Estruturas dos centriolos
Fonte: CTISM

2.5.5 Lisossomos

Sao pequenas bolsas portadoras de enzimas digestivas. Elas sao liberadas pelo
complexo de Golgi, com a finalidade de promover a digestao de substancias
englobadas pelas células. Pode também digerir componentes da prépria célula,
promovendo a morte celular para uma continua renovacao. Figura 2.8.

Figura 2.8: Acao dos lisossomos
Fonte: CTISM

2.5.6 Reticulo endoplasmatico liso

E uma rede de estruturas tubulares e vesiculares achatadas e interligadas
formada por uma membrana dupla, amplamente distribuida pela célula e em
comunicacao com a membrana plasmética ou com a carioteca. Nao apresenta
ribossomos aderidos & membrana externa. E responsavel pela sintese de todos
os lipidios que constituem a membrana plasmatica, incluindo fosfolipidios e
colesterol. Figura 2.9.
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Figura 2.9: Representacao do reticulo endoplasmatico liso
Fonte: CTISM

2.5.7 Reticulo endoplasmatico rugoso

De formato achatado e com ribossomos aderidos, o reticulo endoplasmatico
rugoso esta presente em maior nimero nas células especializadas na secrecao
de proteinas. Figura 2.10.

Figura 2.10: Representacao do reticulo endoplasmatico rugoso
Fonte: CTISM

2.5.8 Cloroplasto

Sao delimitadas por duas membranas lipoprotéicas uma externa lisa e outra
interna que forma dobras para o interior da organela. Esse conjunto bem
organizado de membranas formam pilhas unidas entre si, chamadas de grana.
Cada elemento da pilha, que tem o formato de moeda, é o tilacéide. Todo esse
conjunto de membranas encontra-se mergulhado em um fluido gelatinoso
que preenche o cloroplasto, o estroma, onde ha enzimas, DNA, pequenos
ribossomos e amido. As moléculas de clorofila localizam-se nas membranas
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dos tilacoides, tal sistema é, portanto, a sede das reacdes fotoquimicas respon-
saveis pela captacao e transformacao da energia luminosa em energia quimica.

Membrana

_— externa

Tilacoide
com clorofila

Grana Membrana
(pilha de interna
tilacoides)

Figura 2.11: Partes do cloroplasto
Fonte: CTISM

2.5.9 Flagelos

Os flagelos das bactérias (procariontes) sao compostos por uma proteina
chamada flagelina, os de eucariontes, sdo extensdes filamentosas citoplas-
matica, frequentes em protozoarios, esponjas e gametas moveis. O flagelo
de eucarionte é completamente diferente do flagelo bacteriano, tanto em
termos de estrutura como em origem evolucionaria, mas a funcao em ambos
é a mesma: criar movimentos.

Flagelo Flagelo
bacteriano~_ _ animal

\

Cotovelo

Rotor Microtubulos

Membrana ____Membrana
plasmatica—— plasmatica
Motor Cinetossomo

Figura 2.12: Diferencas entre flagelos bacterianos e flagelos animais
Fonte: CTISM

No Quadro 2.2, verifique as principais estruturas celulares, suas funcoes e
ocorréncias.
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Quadro 2.2: Organelas citoplasm

Organela Funcao Procarionte Eucarionte

Ribossomos

Responsavel pela
F.) - P Ausente Presente
respiragdo celular

Mitocondria

Responsavel pela
sintese (producdo) Presente Presente
de proteinas

Armazena e
secreta diversas Ausente Presente
substancias

Complexo de Golgi

s Presente, exceto
Atua na divisao

Ausente em vegetais e
celular
fungos
Centriolos
Digestao
. 9 Ausente Presente
intracelular

Lisossomos
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esteroides

Sao hormonios responsaveis
pela harmonia das fungoes
no organismo.

Para saber mais sobre célula
como unidade bioldgica, acesse:
http://www.portalsaofrancisco.

com.br/alfa/citologia/
citologia-3.php

Quadro 2.2: Organelas citoplasmaticas
Organela Funcao Procarionte Eucarionte

Transporte de
substancias e

- Ausente Presente
produgdo de
esteroides
Reticulo
endoplasmatico liso
Transporte de
substancias e
. Ausente Presente
sintese de
o proteinas
Reticulo
endoplasmatico rugoso
= i Presente.
e — ) Ausente em vegetais
= —r = / na fotossintese
—— e algas
Cloroplasto
W Presente
Deslocamento .
Presente apenas em animais
celular
(gametas)
Flagelos
Resumo

Nessa aula estudamos a célula, unidade fundamental dos seres vivos. Vimos
gue as células dos microrganismos podem ser procariontes (ndo apresentam
nucleo definido) ou eucariontes (com nucleo definido). Além disso, também
estudamos as principais diferencas entre esses tipos celulares.
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Atividades de aprendizagem

1.

a)

b)

)

d)

e)

Defina células procariontes e células eucariontes.

Quais as principais diferencas entre uma célula procarionte e uma
eucarionte?

Que grupos pertencem aos procariontes? E aos eucariontes?

Qual a constituicdo do citoplasma da célula?

Qual organela citoplasmatica esta presente nos procariontes?

Qual a diferenca entre o DNA dos procariontes e o DNA dos eucariontes?
Quais as duas linhagens de procariontes?

Qual a constituicao do citoplasma?

As bactérias sao seres procariontes por que:

Podem apresentar “formas de resisténcia” que sdo 0S esporos.

Possuem uma parede celular espessa, constituida de polissacarideos, pro-
teinas e lipidios.

Nao possuem nucleo organizado envolto pela carioteca.
Possuem estruturas locomotoras denominadas flagelos.

Podem reproduzir-se sexuadamente por conjugacao.
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10.Numere os elementos da coluna da direita com os seus correspondentes

da coluna da esquerda.

Estrutura celular

(1) Reticulo endoplasmatico

liso
(2) Lisossomo
(3) Mitocondria
(4) Aparelho Golgiense
(5) Ribossomo

(6) Membrana plasmatica

36

Funcao
() Responsavel pela respiracao aerébica.
() Responsavel pela sintese de proteinas.

() Responsavel pelo transporte de substan-
cias e producao de esteroides.

() Promove a digestao intracelular.
() Mantém a seletividade das células.

() Realiza sintese e transporte de substancias.
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Aula 3 — Bactérias: morfologia e estruturas

“O que sabemos é uma gota,
0 que ignoramos é um oceano”.

Isaac Newton
Objetivos
Conhecer as bactérias: seu tamanho e sua morfologia.
Compreender as estruturas das células bacterianas.
Entender e diferenciar bactérias Gram-positivas de Gram-negativas.

Identificar estruturas da membrana e do citoplasma bacteriano.

3.1 Apresentacao

As analises das caracteristicas morfoldgicas das bactérias sdo importantes
para classificacao preliminar e para o conhecimento de algumas propriedades
importantes do ponto de vista industrial.

3.2 Bactérias

S&o organismos unicelulares. Podem ser encontrados de forma isolada ou em
colénias; sao constituidos por uma célula (unicelulares), ndo possuem nucleo
celular definido (procariontes) e ndo possuem organelas membranosas.

3.3 Morfologia: tamanho, forma e
arranjos bacterianos
As bactérias sao variaveis quanto ao tamanho e quanto as formas que apresentam.
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3.3.1 Tamanho bacteriano
A unidade de medida das bactérias é o um (micrébmetro) que equivale a 10> mm.

Muitas bactérias medem de 2 a 6 um de comprimento e 1 a 2 um de largura.

Tamanho variavel: 0,1 -0,2 u — 5,0 um

3.3.2 Morfologia das bactérias: formas e

arranjos bacterianos

Embora existam milhares de espécies bacterianas, elas podem ser agrupadas

em trés tipos morfoldgicos gerais: cocos, bacilos e espiralados.

a) Formas de cocos (esféricas) — é o grupo de bactérias mais homogéneo
em relacdo ao tamanho. Os cocos tomam denominacdes diferentes de
acordo com o seu arranjo (Figura 3.1).

e Micrococos — cocos.

e Diplococos — cocos agrupados aos pares.

e Tétrades — agrupamentos de quatro cocos.

e Sarcina — agrupamentos de oito cocos em forma cubica.

e Estreptococos — cocos agrupados em cadeias.

e Estafilococos — cocos agrupados em grupos irregulares, lembrando ca-
chos de uva.
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Figura 3.1: Diferentes arranjos de bactérias esféricas (cocos): (a) Coco: Methanococcus
sp; (b) Diplococo: Neisseria sp (gonococo); (c) Tétrade: Deinococcus sp; (d) Sarcina:
Methanosarcina sp; (e) Estreptococo: Streptococcus sp e (f) Estafilococo: Staphylococcus sp
Fonte: (a) http://microbewiki.kenyon.edu/images/2/22/methanococcus_6.gif

(b) http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab1/dkngon.html

(c) http://pslivroaberto.blogspot.com/2009_08_01_archive.html

(d) http://faculty.ksu.edu.sa/3822/picture%20library%2002/forms/allitems.aspx

(e) http://www.britannica.com/ebchecked/topic/48203/bacteria/39338/capsules-and-slime-layers?anchor=toc39338

(f) http://staphylococcusaureustreatment.com

b) Forma de bastonete — sdo células cilindricas em forma de bastonete;
apresentam grande variacdo na forma e no tamanho entre géneros e
espécies (Figura 3.2).

(b)

Figura 3.2: Exemplos de bastonetes: (a) Halobacterium e (b) Salmonella, causadora
de aguda infeccao intestinal em humanos
Fonte: (a) http://www.foxnews.com/scitech/2010/05/07/aliens-saturn-titan/

(b) http://www.icb.ufmg.br/big/vacinas/Salmonella.htm
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As células bacterianas cilindricas ou em bastonetes (bacilos) ndo apresentam
a mesma disposicao dos cocos, mas podem apresentar-se isolados, aos pares
(diplobacilos) e em cadeias (estreptobacilos). Em alguns casos esses arranjos
nao constituem padrdes morfoldgicos caracteristicos, mas é devido as etapas
de crescimento ou as condicdes de cultivo.

De um modo geral, essas duas formas de bactérias (cocos e bacilos) sao as
mais comuns entre as contaminantes nas industrias de aclcar e de alcool.
¢) Formas espiraladas — caracterizadas por células em espiral; dividem-se em:

e Espirilos — possuem corpo rigido e movem-se a custa de flagelos exter-
nos. Ex.. Género Aquaspirillium (Figura 3.3).

e Espiroquetas — sao flexiveis e locomovem-se geralmente por contracoes
do citoplasma, podendo dar varias voltas completas em torno do préprio
eixo. Ex.: Género Treponema (Figura 3.3).

(a)

Figura 3.3: Exemplos de bactérias com formas espiraladas: (a) espirilo e (b) espiro-
queta Leptospira interrogans, causadora da leptospirose
Fonte: (a) http://mikroby.blox.pl/html/1310721,262146,21.htm[?341847

(b) http://mac122.icu.ac.jp/gen-ed/higher-plants-etc.html

Observacao
Além desses trés tipos morfolégicos, existem algumas formas de transicao
(Figura 3.4).

e Bacilos muito curtos: cocobacilo.

e Unidades celulares que se assemelham a uma virgula: vibrido.
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(b)

Figura 3.4: Formas bacterianas de transicao: exemplos de vibrides (a) Vibrio cholerae,
causador da célera em humanos e (b) Vibrio vulnificus, agressiva bactéria carnivora
Fonte: (a) e (b) http://visualsunlimited.photoshelter.com

3.4 Estruturas externas da célula bacteriana
O tamanho, a forma e o arranjo das bactérias constituem sua morfologia,
sua aparéncia externa; a observacao interna das estruturas celulares permite
conhecer um pouco o funcionamento da bactéria no ambiente.

3.4.1 Parede celular

A parede celular é uma estrutura rigida que esta presente em quase todas
as bactérias e localiza-se acima da membrana citoplasmatica. Ela contém
polimeros complexos conhecidos como peptidioglicanos, que sao respon-
saveis pela sua rigidez. A parede celular impede que a célula estoure em
decorréncia do grande turgor, atua como uma barreira de protecdo contra
determinados agentes quimicos e fisicos externos e funciona como suporte
de antigenos somaticos bacterianos.

As bactérias podem ser divididas em dois grandes grupos, com base na capaci-
dade de suas paredes celulares fixarem o corante violeta cristal: as Gram-positivas
(que coram em roxo) e as Gram-negativas (que coram em vermelho).

A parede celular de bactérias Gram-positivas é composta basicamente por
peptideoglicano, que constitui uma espessa camada ao redor da célula. Outros
polimeros, tais como acidos lipoteicéicos e polissacarideos, também podem
estar presentes nessa camada (Figura 3.5).
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A-Z

delgada (ou delgado)
Fina ou fino

Nas bactérias Gram-negativas o peptideoglicano constitui uma camada basal
delgada, sobre a qual se encontra outra camada, denominada membrana
externa que é composta por lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipopo-
lissacarideos (Figura 3.6). O processo de coloracao de Gram consiste basica-
mente em tratar bactérias sucessivamente com cristal violeta, lugol, alcool e
fucsina (Figura 3.7). O cristal violeta e o lugol penetram tanto nas bactérias
Gram-positivas quanto nas Gram-negativas, formando um complexo de cor
roxa. O tratamento com é&lcool é a etapa diferencial; nas Gram-positivas, o
alcool nao retira o complexo cristal violeta+lugol, pois a sua acao desidratante
faz com que a espessa camada de peptideoglicano torne-se menos permeavel,
retendo o corante. Nas Gram-negativas, devido a pequena espessura da
camada de peptideoglicano, o complexo corado é extraido pelo alcool, dei-
xando as células descoradas. O tratamento com fucsina nao altera a cor roxa
das Gram-positivas, ao passo que as Gram-negativas descoradas pelo alcool
tornam-se avermelhadas (Figura 3.7).

A coloracdo de Gram é amplamente utilizada para identificar e classificar
bactérias.

O processo de coloragao de Gram é usado para classificar as bactérias em
Gram-positivas ou Gram-negativas, conforme fixam ou nao o corante.
Essa classificacdo é importante, pois as bactérias Gram-positivas sao mais
sensiveis a penicilina e a sulfa. Este processo de coloracdo é um dos mais
importante métodos realizados em laboratério de microbiologia.
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1- acido teldico, 2- acido lipoteldico, 3- peptideoglicano,
4- espaco periplasmatico, 5- membrana plasmatica, 6- proteina

Figura 3.5: Parede celular de bactéria Gram-positiva
Fonte: CTISM

1- proteina, 2- lipoproteina de Braun, 3- porina, 4- membrana
plasmatica, 5- espaco periplasmatica e peptideoglicano,
6- membrana plasmatica

Figura 3.6: Parede celular de bactéria Gram-negativa
Fonte: CTISM
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Gram positiva Gram negativa
§QCD Fixacdo §©@
’~‘ Cristal violeta ’~—
'- Tratamento com lugol ’~—
'~— Alcool - acetona §©@
’~— Corante de contraste '~—

safrinina

Figura 3.7: Processo de colora¢dao do Gram
Fonte: Adaptado de http://pathmicro.med.sc.edu/fox/gram-st.jpg

espaco camada de
periplasmico  peptidoglicano
membrana membrana b
externa lasmatica . - memborana
p pept|d79hcano plasmatica
M

(b) (d)

Figura 3.8: (a) Micrografia da parede celular de bactéria Gram-negativa; (b) indicacdo
de suas partes; (c) micrografia da parede celular de bactéria Gram-positiva e (d) indica-
¢do de suas partes
Fonte: (a) e (c) http://visualsunlimited.photoshelter.com

(b) e (d) CTISM
3.4.2 Flagelos
Sao organelas especiais (apéndices delgados) responsaveis pela locomocao das
bactérias. De acordo com o numero e distribuicao dos flagelos, as bactérias
podem ser classificadas como: atriquias (sem flagelos), monotriquias (um Unico

flagelo), anfitriquias (um flagelo em cada extremidade), lofotriquias (um tufo
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de flagelos em uma, ou ambas as extremidades) e peritriquias (apresentando
flagelos ao longo de todo o corpo bacteriano), veja Figura 3.9.

(©) R (d)

Figura 3.9: Exemplos de bactérias com flagelos: (a) monotriquia Pseudomonas
aeruginosa; (b) anfitriquia Fetus venerealis; (c) lofotriquia Spirillum volutans e (d)
peritriquia Salmonella

Fonte: (a), (b), (c) e (d) http://visualsunlimited.photoshelter.com

Algumas bactérias movimentam-se por outros meios, diversos da atividade
flagelar, tais como o deslizamento provocado pelo fluxo protoplasmatico ou
pela resposta téxica (fototaxia, quimiotaxia).

3.4.3 Pélos (fimbrias)

Sao apéndices finos, retos e curtos que estdo presentes em muitas bactérias
Gram-negativas. Sao encontrados tanto nas espécies méveis como nas imoé-
veis e, portanto, nao desempenham papel relativo a mobilidade. Os pélos
originam-se de corpusculos basais na membrana citoplasmatica e sua funcéo
parece estar relacionada com a troca de material genético durante a conju-
gacao bacteriana (fimbria sexual) com a aderéncia as superficies mucosas. As
fimbrias podem ser removidas sem comprometimento da viabilidade celular
e regeneram-se rapidamente (Figura 3.10).
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(b)

Figura 3.10: Exemplos de bactérias fimbriadas: (a) bactéria Escherichia coli recoberta
de fimbrias e (b) com fimbrias e flagelos
Fonte: (a) e (b) http://visualsunlimited.photoshelter.com

3.4.4 Glicocalice
E formado por uma substancia mucilaginosa ou gelatinosa (viscosa) e fica

ligada a parede celular como um revestimento externo. Se o glicocalice estiver
organizado de maneira definida e acoplado firmemente a parede celular,
recebe o0 nome de capsula (Figura 3.11); se estiver desorganizado e sem qual-
guer forma frouxamente acoplada a parede celular, recebe o nome de camada
limosa. O glicocdlice pode ser de natureza polissacaridica (um ou varios tipos
de aclcares como galactose, ramnose, glicana, etc.) ou polipeptidica (acido
glutamico). O glicocélice desempenha papel importante na infeccao, permi-
tindo que a bactéria patogénica se ligue a tecidos especificos do hospedeiro.
Acredita-se que o glicocélice possa proteger as bactérias da dessecacao.
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Figura 3.11: Micrografia eletronica com destaque para a capsula de uma bactéria
Fonte: http://visualsunlimited.photoshelter.com

3.5 Membrana plasmatica - modelo
mosaico fluido

Fina membrana que separa a parede celular do citoplasma. Sua espessura é
da ordem de 7,5 nanébmetros e é composta principalmente por uma bicamada
de fosfolipideos (20 a 30%) e proteinas (50 a 70%); desempenha importante
papel na permeabilidade seletiva da célula (Figura 3.12). A membrana é o sitio
da atividade enzimatica especifica e do transporte de moléculas para dentro
e para fora da célula.

Ela difere da membrana plasmatica das células eucariéticas por:
® n3do apresentar esterdides em sua composicao;

e ser sede de numerosas enzimas do metabolismo respiratério das bacté-
rias (mesmas funcoes das cristas mitocondriais);

e controlar a divisao bacteriana através dos mesossomos.
Os mesossomos sao invaginacdes da membrana plasmatica que podem ser
simples dobras ou estruturas tubulares ou vesiculares. Alguns autores associam

ainda aos mesossomos o valor funcional das mitocondrias, atribuindo a eles
0 papel na respiracao bacteriana.
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Para saber mais sobre morfologia
da membrana, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/morfologia3/
morfologia3.html

Polar Bicamada fosfolipidica
(atrai H,0)

. Apolar
(repele H,0)

_) Fosfolipidio

Na membrana plasmatica os fosfolipidios estao arranjados
em uma bicamada em que as parte polares estao voltadas
para fora e as apolares para dentro.

Figura 3.12: Representacao esquematica da membrana plasmatica
Fonte: CTISM

3.6 Estruturas internas da célula bacteriana
3.6.1 Citoplasma

E composto pela porcéo fluida e contém substancias dissolvidas e particulas,
tais como ribossomos, e material nuclear ou nucledide, rico em DNA.

3.6.2 Inclusoes citoplasmaticas

As inclusdes sdo formacdes ndo vivas existentes no citoplasma, como graos
de amido, gotas de 6leo, chamadas de granulos, e podem servir como fonte
de material de reserva ou energia.

3.6.3 Nucledide e plasmideos

As células bacterianas ndo contém o nucleo tipico das células animais e vege-
tais. O cromossomo bacteriano consiste de um cromossomo Unico e circular
e ocupa uma posicao proxima ao centro da célula. Pode ser chamado de
nucledide. Varias bactérias apresentam também moléculas de DNA extra-
cromossomal, denominadas plasmideos, as quais sao geralmente circulares,
contendo muitas vezes genes que conferem caracteristicas adaptativas van-
tajosas ao microrganismo.

As bactérias sao importantes nos processos biotecnolégicos — na industria,
agricultura e na medicina.
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Resumo

Ao final dessa aula compreendemos a morfologia e a estrutura das células
bacterianas. Na aula seguinte, abordaremos os processos de reproducao,
nutricdo e crescimento, fundamentais nas industrias que utilizam os potenciais
microbiolégicos.

Atividades de aprendizagem

1.

Qual o conceito de bactérias?
Qual a unidade utilizada para medir as bactérias?
Como as bactérias sdo divididas quanto a forma e ao arranjo?

De acordo com a parede celular bacteriana, como as bactérias sao clas-
sificadas?

Qual a principal substancia que compde a parede celular das bactérias?
Qual sua funcdo e como podemos diferenciar a parede celular de bacté-

rias Gram+ das Gram-?

De acordo com o numero e distribuicdo dos flagelos, como as bactérias
podem ser classificadas?

Qual a funcédo dos pélos nas bactérias?
Qual a funcao do glicocalice?

O que compde a membrana citoplasmatica das bactérias? O que a dife-
rencia da membrana citoplasmatica das células eucariéticas?

10.Cite e comente as estruturas internas da célula bacteriana.
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Aula 4 - Bactérias: reproducao,
nutricao e crescimento

“A diferenca entre o possivel e o impossivel
esta na vontade humana”.

Louis Pasteur
Objetivos
Compreender os tipos de reproducao bacteriana.
Conhecer as formas de obtencdo de energia das bactérias.
Entender e diferenciar macro de micronutrientes.
Compreender as fases da curva de crescimento das bactérias.

Compreender os fatores que limitam o crescimento das bactérias.

4.1 Apresentacao

A divisdo dessas aulas (3 e 4) em duas partes deve-se ao grande volume
de informacoes exigido para compreender a morfologia e a fisiologia das
bactérias. Nessa aula veremos os processos reprodutivos, de nutricao e do
crescimento bacteriano.

4.2 Reproducao bacteriana

As bactérias geralmente reproduzem-se assexuadamente por fissao binaria
ou cissiparidade. Nesse processo reprodutivo ocorre a replicacdo do cromos-
somo e uma Unica célula divide-se em duas; em seguida ocorre a divisao do
cromossomo bacteriano replicado e o desenvolvimento de uma parede celular
transversal (Figura 4.1). A fissdo binaria ndo é o Unico método reprodutivo
assexuado entre as bactérias. Também pode ocorrer esporulacao e brotamento.
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Célula Elongacao Invaginacao da parede
parental celular celular e distribuicao do
& material nuclear
Formacao de uma parede Separacao em duas
celular transversa (septo) células-filhas idénticas

e distribuicao do
material celular
(a)

Figura 4.1: (a) Fissao binaria e (b) exemplo de divisao binaria em bactéria Moraxella catarrhalis
Fonte: (a) CTISM
(b) http://www.avelox.com/scripts/pages/en/microsites/electronmicrographs/index.php?page=3

Embora ndo ocorra reproducao sexuada, pode ocorrer troca de material
genético entre as bactérias. Tal recombinacdo genética pode ocorrer por
transformacao, conjugacao ou transducao.

a) Transformacao — incorporacao de fragmentos de DNA perdidos por ou-
tra bactéria que se rompeu. Esse mecanismo demonstra formalmente
qgue o DNA é a base quimica da hereditariedade (Figura 4.2).

Moléculas de
/ _~ .~ DNA livres LT o
o B AT T
(e=>) (&=) (&=
|
Célula bacteriana Material genético

Figura 4.2: Transformacao bacteriana
Fonte: CTISM
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b) Conjugacao — duas células bacterianas geneticamente diferentes trocam
DNA através de pélo sexual (Figura 4.3).

Plasmideo (DNA doado)

Ponte citoplasmatica
ou pélo sexual

00
;/

Bactéria Bactéria

doadora receptora

(a)

Figura 4.3: (a) Conjugacao bacteriana e (b) exemplo de conjugacao entre bactérias
Fonte: (a) CTISM
(b) http://www.focus.it/Salute/fotodelgiorno/Cellule_mortali_ma_immortali.aspx

¢) Transdug¢ao — moléculas de DNA sao transferidas de uma bactéria para
outra usando os virus como vetores (bacteriéfagos). Quando o bacterio-
fago entra numa célula bacteriana, o DNA do virus mistura-se com uma
parte do DNA bacteriano, de modo que o virus passa a carregar essa par-
te do DNA. Se o virus infecta uma segunda bactéria, o DNA da primeira
pode misturar-se com o DNA da segunda. Essa nova informacao genética
é entdo replicada a cada nova divisao (Figura 4.4).
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(@)  Virusbacteriofago injeta seu material genético na célula bacteriana.

(b) O material genético viral integra-se ao genoma da célula hospedeira e
utiliza a maquina celular para a sintese de novos virus.

(c)  Novos materiais genéticos virais e capsideos sdo sintetizados, dando
origem a novos virus.

d)  Devido ao excesso de virus no interior da célula, esta rompe-se e os virus se
disseminam.

(e, f) O processo reinicia em outras células.

Figura 4.4: Transducao bacteriana
Fonte: CTISM

d) Tempo de geracao — é 0 tempo necessario para que uma célula bac-

e)
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teriana se divida ou para que a populacao duplique. Esse tempo pode
variar de 15 a 20 minutos ou até algumas horas. O tempo de geracao
depende da espécie bacteriana e das condicbes ambientais, ou seja, as
bactérias sdo capazes de crescer numa ampla faixa de condicdes fisicas,
podendo utilizar alimentos muito diferentes. Contudo, seu crescimento
requer condicoes especificas para uma dada espécie.

Endésporos (esporos) — formas dormentes de células bacterianas sao
produzidas por certas espécies de bactérias em situacbes de escassez
de nutrientes (Figura 4.5). Os esporos representam uma fase latente
(repouso) da célula: sdo extremamente resistentes aos agentes fisicos e
quimicos adversos, demonstrando uma estratégia de sobrevivéncia. O
endosporo resiste até que as condicdes melhorem e muitos resistem até
mesmo a agua fervente. A industria de alimentos preocupa-se em tomar
providéncias para que os enddsporos ndo estejam presentes durante o
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processo de acondicionamento dos alimentos. Todas as bactérias dos gé-
neros Bacillus e Clostridium produzem enddsporos.

O septo do esporo Isolamento do Septo do esporo
comeca a isolar o DNA replicado circunda a porcao
DNA replicado e e citoplasma isolada formando

parte do citoplasma 0 pré-esporo

A camada peptideo- Forma-se o revestimento O esporo
glicana forma-se do endosporo e a célula é liberado
entre as membranas rompe-se da célula

Figura 4.5: (a) Formacao do endésporo; (b) e (c) exemplos de endosporos
Fonte: (a) CTISM

(b) http:/Awww.technolog.friko.pl/neoalmanach/5.mikrobiologia/4.html

(c) http:/ivisualsunlimited.photoshelter.com

4.3 Nutricao das bactérias

Do ponto de vista nutricional, as bactérias podem ser divididas em classes
fisiolégicas dependendo da forma de obtencao de fontes de energia e carbono
para a realizacdo de suas atividades vitais:

* Fototroficos — sao organismos que utilizam a energia radiante (luz)

como fonte.
Bactérias autotrofas: fotossintetizantes e quimiossintetizantes.
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e Quimiotroficos — sdo organismos incapazes de utilizar a energia radiante;
dependem da oxidacao de compostos quimicos para a obtencao de energia.
Bactérias heterodtrofas: quimiossintetizantes.

4.3.1 Nutrientes

Sao as substancias encontradas no ambiente, que participam do metabolismo
celular (anabolismo e catabolismo), podendo ser divididos em dois grandes
grupos: macronutrientes, que sao necessarios em grandes quantidades e
micronutrientes, necessarios em peguenas quantidades (Quadro 4.1).

* Principais macronutrientes — Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio, Fésfo-
ro, Enxofre, Potassio, Magnésio, Calcio, Sédio e Ferro.

e Principais micronutrientes — Cobalto, Zinco, Molibdénio, Cobre, Man-
ganés e Niquel.

Quadro 4.1: Macronutrientes

Principais elementos — Forma em que s&o encontrados

C e CO; e composto organico

H Em— H,0 e composto organico

0 —_—> H.0 e O,

N e NHs, NO; e composto organico
P e PO4

S —_—> H,S, S04 e composto organico
K _—> K+
Mg e Mg*?

Ca E— Ca*?

Na e Na*

Fe —> Fe*3 e composto organico

Fonte: http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/nutricao/nutricao.html#nutricao

4.4 Crescimento das bactérias

E um somatério dos processos metabolicos progressivos, que normalmente
conduz a divisao (reproducao — divisdo binaria ou brotamento) com producdo
de duas células-filhas a partir de uma bactéria. Dessa forma, o crescimento
é exponencial (crescimento logaritmico). Em microbiologia, o termo cresci-
mento refere-se a um aumento do nimero de células e ndo ao aumento das
dimensoes celulares.

56 Microbiologia Geral



Curva de crescimento bacteriano tem quatro fases, conforme a Figura 4.6.

A\ 4

empo

(1) Fase lag ou de espera: metabolismo altissimo, mas sem divisdo celular. Sua
duracao depende do meio de cultura.

(2) Fase log (exponencial): rapida divisdo celular, as bactérias vao crescer em
progressao geomeétrica. E uma reta cuja inclinacao depende da velocidade
de divisao das bactérias.

(3) Fase estacionaria: ocorre quando ha caréncia de nutrientes. Nimero de
mortes iguala-se ao numero de células produzidas, resultando uma situacao
de equilibrio na populacao.

(4) Fase de morte ou declinio: as bactérias passam a morrer mais rapidamente
gue a populacdo de novas células.

Figura 4.6: Curva de crescimento bacteriano
Fonte: CTISM

4.4.1 Fatores limitantes do crescimento bacteriano
A oferta de nutrientes é o principal fator que limita o crescimento bacteriano.
Outros fatores importantes no crescimento bacteriano sdo: temperatura, pH,
disponibilidade de O, e quantidade de agua.

e Temperatura — algumas bactérias crescem melhor em temperaturas bai-
xas, outras em temperaturas intermedidrias e outras em temperaturas
altas. A temperatura 6tima de crescimento é aquela em que o microrga-
nismo cresce mais rapidamente. Em temperaturas mais favoraveis para
o crescimento, o numero de divisdes celulares por hora, chamada de
taxa de crescimento, dobra para cada aumento de temperatura de 10°C.
Ha trés temperaturas importantes a conhecer: minima, 6étima e maxima
(nessa Ultima as enzimas sao danificadas pelo calor e a célula para de
crescer).

De acordo com a temperatura de crescimento, é possivel distinguir, pelo
menos, trés grupos fisioldgicos de bactérias: as psicréfilas tém tempera-
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tura 6tima de crescimento entre 15 - 25°C; as mesoéfilas tém temperatura
6tima de crescimento entre 25 - 45°C; e as termofilas tém temperatura
otima de crescimento entre 45 - 80°C.

e pH - quanto a tolerancia ao pH, as bactérias podem ser aciddfilas, neu-
trofilicas e alcalofilas. Normalmente, o pH 6timo é bem definido para
cada espécie e a maioria das bactérias ndo cresce em valores de pH acima
ou abaixo de seu pH 6timo.

Tabela 4.1: Classificacao das bactérias quanto a tolerancia ao pH

Bactérias Crescimento — faixa de pH
Aciddfilas 01a54
Neutrofilas 55a85
Alcaldfilas 85al1,5

Fonte: http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/nutricao/nutricao.html#nutricao

e Oxigénio — quanto a respiracao, as bactérias podem ser: aerdbias estri-
tas (necessitam de O, para crescer), anaerdbias estritas (s6 crescem na
auséncia de O,), microaerofilicas (precisam de O,, mas em pressao infe-
rior a atmosférica) e anaerdbias facultativas ou aerotolerantes (crescem
na presenca ou auséncia de O,). Veja Figura 4.7.

\/ \_/ R

(@) (b) () (d) (e)
Figura 4.7: Cultura de microorganismos com diferentes necessidades de O.: (a) aerébios;
(b) anaerdbios estritos; (c) anaerdbios facultativos; (d) microaeréfilos e (e) anaerdbios

aerotolerantes
Fonte: CTISM
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e Agua - essencial a qualquer microrganismo; embora a necessidade seja
variada, somente endésporos bacterianos podem sobreviver sem agua.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao dos tipos reprodutivos, as formas de
obtencao de energia, macro e micronutrientes, as fases de crescimento e os
fatores que limitam o crescimento bacteriano. Na préxima aula, iniciaremos
o estudo dos fungos, em especial as leveduras.

Atividades de aprendizagem
1. Defina reproducao assexuada por cissiparidade ou fissao binéria.

2. Expligue, por meio de esquemas com texto explicativo, o processo de
recombinacao genética por transformacao.

3. Descreva a reproducdo em que uma bactéria transmite a outra bactéria
material genético através de “pélos sexuais”.

4. Represente esquematicamente o processo de recombinacao genética por
transducdo.

5. O que se entende como enddsporo ou esporo bacteriano?
6. Do ponto de vista nutricional, como as bactérias podem ser divididas?
7. Diferencie macronutrientes de micronutrientes e dé exemplos de cada um.

8. Comente sobre as fases de crescimento das bactérias, caracterizando
cada uma delas.

9. Quais os principais fatores limitantes do crescimento bacteriano?

10.De acordo com a temperatura e as necessidades de oxigénio, como as
bactérias podem ser classificadas?

11.Dé a classificacdo das bactérias de acordo com o étimo de pH.

12.Diferencie bactérias aerdbias de bactérias anaerdbias.
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Aula 5 - Fungos (leveduras):
morfologia e estruturas

“A persisténcia é o caminho do éxito”.

Charles Chaplin
Objetivos
Conhecer os fungos: suas principais caracteristicas.
Conhecer a importancia das leveduras nos processos industriais.
Identificar as formas e os arranjos morfoldgicos das leveduras.

Compreender as estruturas das células das leveduras.

5.1 Apresentacao
Os fungos sao importantes nas industrias quimicas, farmacéuticas, de alimen-
tos e também na agricultura.

Vocé j& ouviu falar de leveduras, bolores, cogumelos, orelhas de pau. Todos
Sa0 seres vivos que possuem caracteristicas semelhantes, proprias do reino dos
fungos. Nesta aula e neste caderno daremos énfase as leveduras.

5.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos e
absorve componentes organicos como fonte de energia. Sao aerdbicos em sua
grande maioria, mas alguns sao anaerobicos estritos e facultativos. Podem ser
uni ou multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Possuem
parede celular rigida que pode ser composta de celulose, glicanas, mananas
ou quitina e membrana celular com esterdis presentes. Seu principal material
de reserva é o glicogénio.

Os fungos estudados em microbiologia compreendem as leveduras e os bolo-
res. As leveduras sao unicelulares, ndo-filamentosas, apresentam em média de
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1 a5 pm de diametro e de 5 a 30 pm de comprimento. Elas sao geralmente
ovais, podendo apresentar morfologia alongada ou esférica. As leveduras ndo
possuem flagelos, sdo imoveis.

Os bolores sdo organismos pluricelulares, que se apresentam filamentosos ao
microscopio optico a fresco com baixa ampliacdo. Ao exame macroscépico
apresentam crescimento caracteristico com aspecto aveludado ou cotonoso
(algodao) ou como borra de café (Aspergillus niger).

5.3 Leveduras

Sao fungos da classe dos ascomicetos, os quais pertencem ao filo Ascomycota.
Este filo caracteriza-se por possuir fungos nos quais a producao de esporos
ocorre em esporangios especificos, denominados de ascos.

5.3.1 Caracteristicas

Sao microrganismos eucariontes, unicelulares, desenvolvem-se na fermentacao
alcodlica. Apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa em
células jovens, e rigidas em células adultas. As leveduras nao formam filamen-
tos, sao imoveis, quimio-heterotroficos e aerébios facultativos (metabolismos
oxidativo e fermentativo). Reproduzem-se assexuada e sexuadamente. Nao
sao capazes de utilizar amido e celulose como fonte de carbono.

5.3.2 Importancia
Nas industrias, as leveduras apresentam os seguintes pontos de interesse:

e sdo utilizadas na producdo do alcool industrial e de todas as bebidas
alcodlicas destiladas ou nao;

e sdo utilizadas na panificacao;

® 3o prejudiciais a conservacao de frutos e de sucos vegetais, pois sao
agentes de fermentacao;

e algumas espécies sao patogénicas as plantas, animais e ao homem.
5.3.3 Tamanho das células das leveduras
O tamanho das células de leveduras é variado, mas, numa cultura jovem, os

tamanhos das células podem ser bem uniformes em algumas espécies ou
extremamente heterogéneos em outras. Estas disparidades podem ser usadas
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para fazer a diferenciacdo entre as espécies e algumas vezes até mesmo entre
linhagens da mesma espécie. De maneira geral, as leveduras industriais variam
consideravelmente no que se refere a suas dimensoes.

A unidade de medida das leveduras assim como das bactérias é o um (micré-
metro), que equivale a 103 mm.

Muitas leveduras tem de 5 a 30 um de comprimento e de 1 a 5 pm de largura.
5.3.4 Morfologia das leveduras
A célula da levedura pode apresentar varias formas, as quais podem ser o

resultado da maneira de reproducao vegetativa, bem como das condicoes de
cultivo e da idade da cultura. Veja alguns exemplos na Figura 5.1.

Forma Principais Representantes
Trigonopsis
O Redondas Candida
Q Saccharomyces

DQ Hansenula
O O O Ovais Saccharomyces

Trigonopsis

Hansenula
Cilindricas Saccharomyces

Q Kloéckera

Q Triangulares Trigonopsis

P Q Qo Apiculares Kloéckera

Q Ogivas Bretanomyces
4

Figura 5.1: Forma de leveduras
Fonte: CTISM
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quitina

Polissacarideos encontrados na
parede celular dos fungos e no
exoesqueleto dos artrépodos.

5.4 Estruturas da célula da levedura

A maioria das investigacoes feitas sobre as estruturas da célula de levedura é
baseada em trabalhos com Saccharomyces cerevisiae. As informaces sobre a
citologia da levedura tém sido feitas por observacdes diretas ao microscdpio
optico, por técnica de coloracdo da célula para componentes especificos, por
microscopia eletrénica de transmissao, bem como por microscopia de varredura.
Assim, é possivel verificar que as principais estruturas das leveduras sao: parede
celular, membrana plasmatica, nucleo, mitocdndrias e vacuolos (Figura 5.2).

Membrana Nucleo Gémula
plasmatica

Citoplasma

Ribossomos
Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Cicatriz de

brotamenteo Globulo lipidico

Figura 5.2: Estrutura da levedura Sacharomyces cerivisiae
Fonte: CTISM

5.4.1 Parede celular das leveduras

A parede celular é responsavel pela forma da levedura. No caso das Saccharomyces
cerevisiae, a parede é formada por glicano (30 a 34%) e manano (30%). Ela
é fina nas células jovens e espessa nas adultas. As proteinas também estdo
presentes nas paredes celulares das leveduras, cerca de 6 a 8%; os lipideos
variam de 8,5 a 13,5%. A quantidade de quitina varia conforme a espécie,
sendo que Saccharomyces cerevisiae apresenta entre 1 a 2% desse composto.

5.4.2 Membrana citoplasmatica

A membrana citoplasmatica esta localizada abaixo da parede celular e sua
funcao é permitir a entrada seletiva de nutrientes e proteger a levedura da
perda de pequenas moléculas, por vazamento do citoplasma. A composicao
quimica da membrana é composta por glicoproteinas, lipideos e ergosterol
(diferente das membranas dos mamiferos que contém colesterol).
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5.4.3 Estruturas de superficie

Algumas leveduras sao cobertas por um material limoso, viscoso e aderente,
gue é a substancia capsular. A maior parte das capsulas de leveduras é cons-
tituida de polissacarideo.

5.4.4 Citoplasma

O citoplasma é composto pela porcao fluida na qual as organelas estdo loca-
lizadas. Ele contém enzimas, carboidratos de reserva (glicogénio e trealose)
e grandes quantidades de ribossomos e polifosfato. De 1 a 5% do DNA das
leveduras pode estar presente no citoplasma.

5.4.5 Nucleo

O nucleo das células das leveduras é facilmente observado no campo claro
do microscépio éptico. Ele é bem definido, pequeno esférico ou reniforme,
circundado por uma membrana semipermeavel e com funcdes metabdlicas
e reprodutivas.

5.4.6 Vacuolos

Quando as células de leveduras sao vistas ao microscépio de contraste de fase,
pode-se observar um ou mais vacuolos de tamanhos diferentes (0,3 a 3,0 um
de diametro). Eles tém aparéncia esférica e sdo mais transparentes a um feixe
de luz que o citoplasma que os circunda. Ao microscopio eletrénico pode-se
observar que o vacuolo é cercado por uma membrana simples e a sua consti-
tuicdo esta relacionada ao transporte de substancias que sao armazenadas no
vacuolo, tais como enzimas, aminoacidos livres e lipideos. Os vactolos também
servem como vesiculas de armazenamento para varias enzimas hidroliticas.

5.4.7 Mitocondrias

Sao organelas membranosas, no género Saccharomyces, elas estao geralmente
bem préximas da periferia da célula, mas em leveduras aerébias apresentam-se
distribuidas pelo citoplasma. O nimero de mitocéndrias pode variar de um
a vinte por célula. Essas organelas sao envolvidas por membranas externas e
internas; a membrana interna forma as cristas mitocondriais. Elas sdo impor-
tantes nos processos de conversao aerdbios de energia.

As leveduras sao células eucariontes. As células eucariontes sdo mais comple-
xas que as células procariontes (bactérias).

Aula 5 - Fungos (leveduras): morfologia e estruturas 65

reniforme
Que tem a forma de um rim.




Resumo

Nessa aula estudamos as caracteristicas, a importancia das leveduras nos
processos industriais, a morfologia (forma), o tamanho e as estruturas que
compde uma célula de levedura. Na aula seguinte, veremos a reproducao, a
nutricdo e o crescimento das leveduras.

Atividades de aprendizagem

1. Dé as principais caracteristicas dos fungos.

2. Quais os fungos que sao estudados em microbiologia?

3. Microscopicamente, quais as caracteristicas tipicas das leveduras?
4. Quais os principais tipos morfoldgicos das leveduras?

5. Qual a composicao da parede celular nas leveduras?

6. Dé a composicao quimica da membrana plasmatica das leveduras.
7. Qual a composicao da capsula das leveduras?

8. Quais os carboidratos de reserva que sao encontrados no citoplasma de
uma célula de levedura?

9. Quais as funcdes do vacutolo nas leveduras?
10.Descreva as mitocondrias presentes nas leveduras.

11.Esquematize uma célula de uma levedura com todas as suas estruturas.
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Aula 6 - Fungos (leveduras): reproducao,
nutricao e crescimento

“A melhor maneira de ter uma boa idéia é ter muitas idéias”.

Linus Pauling
Objetivos
Compreender os tipos reprodutivos das leveduras.
Conhecer as formas de obtencdo de energia das leveduras.
Entender a nutricdo das leveduras.

Compreender a curva de crescimento e os fatores que limitam o
crescimento das leveduras.

6.1 Apresentacao
Nessa aula, estudaremos a reproducao das leveduras, sua nutricao e seu
crescimento, importantes nos processos industriais.

6.2 Reproducao das leveduras

As leveduras reproduzem-se assexuadamente por brotamento ou gemulacao.
Nesse tipo de reproducao, na superficie da célula-mae, forma-se uma pequena
protuberancia (broto) que se transforma em uma célula-filha. Cada broto
que se separa pode tornar-se uma nova levedura ou pode permanecer ligada
a célula-mée, formando uma cadeia. Durante sua vida, uma célula madura
produz, por gemulacdo, uma média de 24 células-filhas. As gemulacdes
sucessivas sao sempre formadas em locais diferentes na superficie celular,
permanecendo cicatrizes das gémulas como resultado desse processo de
reproducao. Veja exemplos de brotamento na Figura 6.1.

Aula 6 - Fungos (leveduras): reproducdo, nutricao e crescimento 67



hapléide
Células com nucleo comn
Cromossomos.

diploide
Células com nucleo 2n
Cromossomos.

Sintese Duplicacao de todas Inicio do
as estruturas brotamento

Inicio da migracao das Crescimento Separagcao com a
estruturas duplicadas formacao da cicatriz
para o broto

Figura 6.1: Reproducao de levedura por brotamento: (a) etapas do desenvolvimento
do broto em uma levedura; (b) e (c) micrografias eletrénicas mostrando o brotamento
e as cicatrizes decorrentes do mesmo
Fonte: (a) CTISM
(b) http:/Awww.scientistlive.com/European-Food-Scientist/Ingredients/Eliminate_&Isquo%3Benemy&rsquo%3B_yeast/19429/
(c) http:/Awww.microbiologyonline.org.uk/about-microbiology/introducing-microbes/fungi

Além da reproducao assexuada por brotamento ou gemulacao, as leveduras
podem reproduzir-se assexuadamente por cissiparidade ou divisdo binaria,
forma pela qual os organismos unicelulares reproduzem-se pela simples divisao
da célula (igual a reproducao que ocorre nas bactérias).

As leveduras também se reproduzem por esporos — a formacao de esporos
sexuados é de grande importancia biologica. A esporulacao constitui uma
fase do ciclo sexual da levedura, isto é, a alternancia da condicao haploide e
diploide. Esse ciclo permite a levedura sofrer recombinacdes genéticas, muta-
cao, hibridacao e selecao, processos esses que levam a mudancas evolutivas
(melhoramento genético). Para que a esporulacdo ocorra, sdo necessarias
condicbes de aerobiose, uma vez que pouco ou nenhum esporo é formado sob
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condicoes de anaerobiose (fermentacdo). J& na fissao a levedura aumenta de
tamanho ou se alonga, o nucleo divide-se e sao formadas duas células-filhas.
Durante os periodos de rapida multiplicacdo, as células podem dividir-se sem
separar-se, formando cadeias de células.

6.3 Nutricao das leveduras

Os fungos (leveduras) sao seres heterotréficos e retiram os nutrientes do meio
ambiente circundante. Através da digestdo enzimatica externa, transformam
as substancias de maneira que possam ser absorvidas. Se o substrato for com-
pletamente oxidado, diz-se que ha respiracao; se o substrato for parcialmente
degradado, acarretando a formacao de metabdlitos, diz-se que ha fermentacao.

A levedura como entidade independente realiza a fermentacdo do acucar
com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia,
sendo o etanol apenas e tdo somente um subproduto desse processo. Se o
homem pretende beneficiar-se dessa habilidade metabdlica, ele deve buscar
os conhecimentos que |lhe permitam propiciar as leveduras, condicoes ideais
para que as mesmas trabalhem a seu favor, isto é, com maior eficiéncia na
producao do etanol. A célula de levedura possui estruturas para a adequacao
de sua atividade metabdlica; a fermentacao alcodlica (glicélise anaerdbia)
ocorre no citoplasma, enquanto que a oxidacao total do aclcar (respiracao)
da-se na mitocondria.

De maneira geral, as leveduras necessitam de quatro elementos basicos:
Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e Oxigénio, além de outros em menor quan-
tidade: Fosforo, Enxofre, Ferro, Zinco, Cobre, Potassio, Magnésio e Calcio.
Alguns fungos necessitam ainda de determinados fatores de crescimento,
como por exemplo, a tiamina. As leveduras, para crescer, necessitam de uma
fonte de carbono e de uma fonte organica ou inorganica de nitrogénio.

Necessidades nutricionais — as leveduras necessitam dos mesmos elemen-
tos quimicos que as outras formas de vida.

Fatores de crescimento — as leveduras necessitam de determinados fatores
de crescimento tais como vitaminas.

Aula 6 - Fungos (leveduras): reproducao, nutri¢ao e crescimento 69



e-Tec Brasil

6.4 Crescimento das leveduras

As leveduras precisam de agUcares para crescer. Através da metabolizacdo dos
acucares, elas produzem alcool e diéxido de carbono. Por isso, as leveduras
tornam-se importantes na industria de alimentos.

O crescimento das leveduras pode ser considerado um aumento no ndmero
de células. Dessa forma, igual ao crescimento das bactérias, o crescimento é
exponencial (crescimento logaritmico).

A curva de crescimento das leveduras, assim como a das bactérias, tem quatro
fases, conforme a Figura 6.2.

Log do nimero de
leveduras viaveis/ml

Tempo

(1) Fase lag ou de espera: metabolismo altissimo, mas sem divisao celular. Sua
duragao depende do meio de cultura.

(2) Fase log (exponencial): rapida divisdo celular, a leveduras vao crescer em
progressao geomeétrica. Eumareta cujainclinacao depende da velocidade de
divisao dasleveduras.

Figura 6.2: Curva de crescimento das leveduras
Fonte: CTISM

6.4.1 Fatores limitantes do crescimento

das leveduras
Quase todos os fungos, quando cultivados em condicdes favoraveis e de
abundancia de alimentos de facil assimilacao, crescem rapidamente e, quando
o alimento tende a diminuir, o crescimento também diminui. Outros fatores
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importantes no crescimento dos fungos, em especial das leveduras, sao:
temperatura, pH, luz e quantidade de agua.

Temperatura — a temperatura tem efeito marcante nos fungos; de uma
maneira geral, o 6timo para todos os fungos esta entre 20°C — 30°C, em-
bora diferentes espécies tenham outros 6timos de temperatura. Psicro-
filos sao organismos com 6timo de temperatura abaixo de 20°C; alguns
continuam crescendo mesmo em temperaturas muito baixas (organismos
marinhos e aqueles que causam deterioracdo em alimentos congelados).
Mesodfilos, inclui a maioria, tem 6timo entre 20°C e 45°C. Termofilos tem
6timo de temperatura acima de 45°C, incluem fungos de compotas, pi-
lhas de feno em fermentacao e fontes termais.

pH — as leveduras crescem em variacao de pH entre 2,5 e 8,5, mas, de
maneira geral, o pH étimo é neutro, sendo que as mesmas nao toleram
pH alcalino.

Oxigénio — as leveduras sao capazes de crescimento anaerébio facul-
tativo. Elas podem utilizar o oxigénio ou um composto organico como
aceptor final de elétrons, isso permite que esses fungos sobrevivam a
varios ambientes. Em presenca de oxigénio, as leveduras respiram aero-
bicamente para metabolizar carboidratos e formar diéxido de carbono
e dgua; na auséncia de oxigénio elas fermentam os carboidratos e pro-
duzem etanol e diéxido de carbono.

Agua - é indispensavel para o crescimento dos fungos. Pouquissimos
fungos podem desenvolver-se em pequeno grau de umidade.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao dos tipos reprodutivos, a nutricao, as
fases de crescimento e os fatores que limitam o crescimento das leveduras.
Na aula seguinte, iniciaremos o estudo do metabolismo e da cinética dos
microrganismos.
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Atividades de aprendizagem

1.

2.

72

Descreva a reproducao assexuada que ocorre nas leveduras.
Quando ocorre o processo de formacao de esporos nas leveduras?
Descreva o processo nutricional das leveduras.

Quais os produtos que sdo formados durante a fermentacao?

Onde ocorre o processo de fermentacao alcodlica no interior das células?
E o processo de respiracao?

Compare o crescimento das leveduras com o crescimento das bactérias.

Comente de forma explicativa os fatores que limitam o crescimento das
leveduras.
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Aula 7 — Metabolismo e cinética
dos microrganismos

“A primeira e melhor vitdria é conquistar a si mesmo”.

Platao
Objetivos
Compreender o metabolismo e a cinética dos microrganismos.
Diferenciar e entender anabolismo e catabolismo.
Conhecer tipos fermentativos.
Entender o rendimento energético na respiracao e na fermentacao.

Entender os calculos do tempo de geracao e a taxa de crescimento.

7.1 Apresentacao

Nessa aula, estudaremos sobre o metabolismo e a cinética dos microrganis-
mos. Como ja vimos nas aulas anteriores, o crescimento dos microrganismos
depende de varios fatores, tais como disposicao de nutrientes e pH. Conhe-
ceremos também as principais caracteristicas dos microrganismos utilizados
nos processos industriais.

7.2 Metabolismo

Conjunto de todas as reacoes bioquimicas que ocorrem em uma célula ou
organismo, indispensaveis para a manutencao da estrutura e da fisiologia.
Essas reacoes sao responsaveis pelos processos de sintese e degradacao dos
nutrientes na célula e constituem a base da vida, permitindo o crescimento e
a reproducao das células. O metabolismo é catalisado por sistemas integrados
de enzimas que mediam reacdes que requerem energia e é constituido pelo
anabolismo e pelo catabolismo.
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sintese
Producao.

ATP
Adenosina trifosfato.

Metabolismo — do grego metabole: mudanca, transformacao.
Sao dois tipos gerais de reacoes:

Aquelas envolvidas na utilizacdo de energia — anabolismo.
Aquelas que envolvem liberacao de energia — catabolismo.

O metabolismo é a manutencao das atividades vitais de uma célula; a sintese
de compostos organicos, componentes estruturais e funcionais, e a degrada-
cao de compostos organicos para a sintese de ATP.

Neste material que aborda os microrganismos, metabolismo sdo todas as
atividades quimicas realizadas pelos microrganismos.

7.2.1 Anabolismo

E o conjunto de todas as reacdes de sintese de compostos organicos estruturais
(proteinas da membrana plasmatica, glicoproteinas) e funcionais (enzimas,
hormoénios) de uma célula; é a sintese de moléculas complexas a partir de
moléculas simples; ha consumo de ATP, que foi liberado pelo catabolismo e
gue nao foi usado; sdo reacoes endoenergéticas (absorve energia); exemplos
disso é a fotossintese e a quimiossintese. Essas reacdes sao importantes para
0 crescimento, a construcao e o reparo de estruturas celulares.

Fotossintese — é a sintese de carboidratos a partir de agua (H,0) e dioxido

de carbono (CO,), utilizando energia luninosa, que é absorvida pela clorofila
e transformada em energia quimica (ATP), Figura 7.1.
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Clorofila Uma molécula
) de glicose (CeHh206)

6 COz +6 HiO == Ceh206+6 0;

Clol

Figura 7.1: Equacao da fotossintese
Fonte: CTISM

A equacao acima mostra o processo de sintese de compostos organicos a
partir de substancias inorganicas (agua, que é absorvido pelas raizes, e didxido
de carbono, retirado do ar atmosférico pelas folhas). A energia luminosa é
transformada em energia quimica, com auxilio da clorofila.

Quimiossintese — é um processo de sintese de substancias organicas que
utiliza o diéxido de carbono (CO,) como fonte de carbono, mas em vez
de utilizar a energia luminosa, usa a energia proveniente da oxidacao de
substancias inorganicas, como a aménia, o enxofre, os nitritos e o ferro.

7.2.2 Catabolismo

E o conjunto de todas as reacoes de degradacao dos compostos organicos
complexos em compostos organicos mais simples, com liberacdo de ATP.
Fornece energia requerida para os processos vitais, incluindo movimento,
transporte e sintese de moléculas complexas; exemplos disso sdo a respiracao
celular (aerdbica) e a fermentacao.
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Respiracao aerébica — quebra de moléculas organicas, geralmente a glico-
se, em presenca de O, com liberacao de energia, didxido de carbono e agua.
A energia liberada é armazenada em moléculas de ATP. E mais eficiente na
obtencado de energia do que a fermentacao.

A respiracdo aerébica se desenvolve em trés etapas:

e Glicolise — ocorre no hialoplasma da célula, é o conjunto de reacoes iniciais
da degradacao (quebra) da glicose. Tem inicio com a ativacao da glicose,
que recebe dois grupos fosfato, fornecidos pelo ATP, que se transforma
em ADP.

¢ Ciclo de Krebs — ocorre na matriz mitocondrial. Basicamente, nesta se-
gunda fase, opera-se a cisao (oxidacao) da molécula de triose (aclcar de
trés carbonos) em trés moléculas de didxido de carbono, com liberacao
de elétrons e proétrons, que sao temporariamente capturados por trans-
portadores especificos: os NAD e os FAD.

e Cadeia respiratéria — ocorre no interior das cristas mitocondriais, o hi-
drogénio liberado nas varias etapas combina-se com o oxigénio e forma
agua. Tal reacao libera uma grande quantidade de energia, que é arma-
zenada sob forma de moléculas de ATP.

Quadro 7.1: Rendimento energético da respiracao aerdbica

Etapa Local Producdo Gasto
Glicdlise Hialoplasma 4 ATP 2 ATP
Ciclo de Krebs Matriz mitocondrial 2 ATP
Cadeia Respiratoria Cristas mitocondriais 32 ATP

"LUCRO": 36 ATP
Na respiracdo uma molécula de glicose gera 36 a 38 ATP

Fonte: Raven, 2001
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Figura 7.2: Etapas da respiracao aerdbica
Fonte: CTISM

Fermentacao — conjunto de reacdes quimicas (na auséncia de oxigénio)
controladas por enzimas. A fermentacao conduz, geralmente, a cisdo parcial
da molécula de glicose, resultando em disponibilidade energética inferior
se comparada a respiracao aerdbia. Esse processo tem grande importancia
econdmica, sendo utilizado na fabricacdo de alcool combustivel, de bebidas
alcodlicas, paes e outros alimentos.

Na fermentacdo uma molécula de glicose gera 2 ATP.

A fermentacao depende do tipo de microrganismo presente. Veja alguns
exemplos:
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metabolismo microbiano, acesse:
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metabolismo.html

e Fermentacao alcodlica — é produzido, como produto final, o etanol e
o diéxido de carbono, produtos utilizados pelo homem na producao de
alcool combustivel, vinho, cerveja e outras bebidas alcodlicas, e também
na producao dos paes.

e Fermentacao lactica — é produzido, como produto final, geralmente a
partir da lactose do leite. O acimulo de acido lactico abaixa o pH e causa
a coaqgulacdo das proteinas, formando coalho, usado na fabricacdo de
queijos e iogurtes.

e Fermentacao acética — o produto final é o &cido acético que causa o
azedar do vinho e dos sucos de frutas, transformando-os em vinagre.

A presenca de leveduras contaminantes (selvagem) tem trazido sérios proble-
mas para a fermentacao, tanto na producao de vinhos como na fabricacao de
cerveja. Os problemas referem-se ao processo fermentativo e, principalmente
a deterioracdo do produto final, provocando o aparecimento de sabores e
aromas que descaracterizam a bebida. Na producéo de alcool, a partir do
melaco e/ou do caldo-de-cana, a presenca de leveduras contaminantes tem
sido pouco ou raramente mencionada.

Aplicacoes dos processos fermentativos — os processos fermentativos sao
utilizados industrialmente na producao de etanol, vinagres, acidos organicos,

bebidas alcodlicas, tais como vinho, cerveja, sidra, aguardente, e também
alimentos fermentados.

7.3 Microrganismos para aplicacao em
Processos industriais

Para que um microrganismo seja aplicado na indUstria, é necessario que ele

tenha as seguintes caracteristicas:

® nao ser patogénico;

e apresentar elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto;

e nado exigir condicoes de processo muito complexas;
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e nado exigir meio de cultura muito dispendioso;

e apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

e permitir a rapida liberacao do produto para o meio, etc.

7.4 Cinética dos processos fermentativos

A cinética do crescimento microbiano permite o conhecimento das condicoes

favoraveis para conduzir e controlar os processos fermentativos.

Sao dois os objetivos da cinética do crescimento microbiano:

e medir as velocidades de transformacdes que ocorrem durante os proces-
sos fermentativos, como o consumo de substratos, acimulo de produtos
e de biomassas;

e estudar a influéncia de fatores como a temperatura, pH, agua, oxigénio, etc.

O crescimento do microrganismo ocorre em diversos ambientes fisicos e

quimicos. Os microrganismos desenvolvem suas atividades vitais em meios

de elevada complexidade, transformando substancias em outras, podendo

conduzir a resultados de interesse econémico.

O processo fermentativo consiste numa complexa transformacao de nutrientes

de um meio de cultura, pela acao metabdlica dos microrganismos presentes,
em produtos e mais células microbianas (Figura 7.3).
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Figura: 7.3: Representacao grafica de um processo fermentativo qualquer
Fonte: CTISM

O crescimento dos microrganismos ocorre somente quando certas condicoes
fisicas e quimicas sdo satisfeitas, tais como: pH, temperatura e nutrientes, e
pode ser definido como um aumento ordenado dos seus constituintes qui-
micos, caracterizado por um aumento no numero de células e/ou acréscimo
da massa celular.

Como ja vimos nas aulas anteriores, o crescimento microbiano tem quatro
fases (fase lag ou de espera, fase log — exponencial, fase estacionaria e fase
de morte ou de declinio).

Um modelo de crescimento microbiano pode apresentar os mais variados graus
de complexidade, dependendo da situacao fisica e da cinética pretendida.

Relembrando que, quando falamos em crescimento microbiano, nos referimos
ao numero e ndo ao tamanho das células.

7.4.1 Crescimento microbiano - tempo de geracao
Durante a fase exponencial, cada microrganismo divide-se em intervalos
constantes. Assim, a populacao duplicara num intervalo especifico de tempo
chamado tempo de geracao (g), é o tempo necessario para uma populacao
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microbiana duplicar em massa ou em numero. Varia conforme o tipo de
microrganismo, a idade, a espécie, as condi¢des do meio, dentre outros fatores.

7.4.2 Expressoes matematicas para a determinacao
dos parametros de crescimento microbiano

7.4.2.1 Calculo do tempo de geracao (g)

Se um tubo de cultura for inoculado com uma célula que se divide com um
tempo de geracao de 20 minutos, a populacao sera de 2 células ao fim de 20
minutos, 4 células ao fim de 40 minutos, etc. Como a populacao duplica em
cada geracao, o aumento populacional é dado por 2", onde n é 0 nimero
de geracoes.

O tempo de geracao pode ser calculado quando uma cultura encontra-se em

fase exponencial. Tratando-se de bactérias e leveduras que se multiplicam
por divisao binaria, temos:

N.= No.2"
Onde:
N, = niUmero de microrganismos ao final no tempo t;
N, = nimero inicial de células;

n = nimero de geracoes no tempo t.

Tabela 7.1: Crescimento microbiano exponencial

Tempo (minuto) Ne de divisoes 2" P?E:lazﬁio log N¢
0 0 L= 1 0.000
20 1 =2 2 0.301
40 2 2=4 4 0.602

Logritimizando a expressao N = N,. 2" temos que:

logN;=logN, +n.log2

Resolvendo para n temos que:

n=(logN;-logN,)/log2
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Como log2 = 0.301 entdo temos:

n=(logN;-logN;)/0.301

A partir dessa equacao, é possivel calcular o nUmero de geracdes (n) que
ocorreram em uma cultura se o nUmero inicial de células for conhecido.

Exemplo

Calcular o numero de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa
de 10° para 108 ap6s 5 horas de cultivo.

n = (log N, - log No) /0,301

n=(8-3)/0,301, entdo n = 16,6 geracoes

O numero de geracoes é 16,6 geracoes

n=t/g
O numero de geracdes n pode também ser dado por:
Onde:
t = tempo de cultura ou tempo de crescimento;
g = tempo de geracao;
n = numero de geracdes no tempo t.
g=t/n
Tendo o valor de (n) pode-se calcular o tempo de geracao (g):
Exemplo

Calcular o tempo de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa de
102 para 108 apds 5 horas de cultivo.
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n=(log N;-log N,) /0,301

n=(8-3)/0,301, entdo n = 16,6 geracoes

g=tn

g = 5/16,6, entdao g = 0,3 horas

O tempo para duplicar a populacao celular foi de 0,3 horas

O tempo de geracao é variavel para os diferentes microrganismos e depende
dos fatores genéticos, nutricionais e ambientais.

A taxa de crescimento num sistema fechado pode ser expressa por meio de
uma constante média da taxa de crescimento (k), ou seja, 0 numero de gera-
cbes por unidade de tempo é muitas vezes expresso em geracoes por hora.
k=1/goug=1/k

k = (log N; - log Ng)/0,301.t ou g = 0,301.t/ (log N, - log No)

t =tempo

Exemplo

Uma populacdo bacteriana aumenta de 10 células para 10° células em 10
horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geracao.

k = (log N; - log No)/0,301.t

k=(9-3)/0,301.10

k = 2 geracbes/hora

g=1/k
g=1/2
g = 0,5 horas
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Para saber mais sobre
quantificacdo do
crescimento, acesse:
http://vsites.unb.br/ib/cel/
microbiologia/crescimento/
crescimento.html#medidas

Turbidimetria

Refere-se aos métodos de
analise de solucdes coloidais
ou de suspensdes, baseado na
medicdo da absorcéo de luz.

7.5 Métodos para quantificacao
do crescimento
Existem diferentes processos para medir o crescimento microbiano, determinar
a taxa de crescimento e o tempo de geracao. A massa microbiana e o nimero
de células podem ser seguidos porque o crescimento conduz a um aumento
de ambos. Os principais métodos sao:
a) Quantificacao direta:
e Contagem em placas;
e Filtracao;
e (Contagem direta ao microscépio.
b) Quantificacdo indireta:
e Turbidimetria;
e Atividade metabdlica.
Resumo
Nessa aula foi possivel compreender os processos metabdlicos que ocorrem
nos microrganismos, conhecer os tipos de fermentacées e o rendimento

energético nesses processos. Também vimos um pouco sobre cinética das
fermentacbes, tempo de geracao e taxa de crescimento.

Atividades de aprendizagem

1. O que é metabolismo?

2. Diferencie anabolismo de catabolismo.

3. O que sao reagdes endoenergéticas?

4. Qual o rendimento energético na respiracao celular e na fermentacao?

5. Diferencie fermentacdo alcodlica, lactica e acética.
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6. Quais os objetivos da cinética do crescimento microbiano?

7. Calcule o numero de geracao de uma cultura cuja populacao celular pas-
sa de 10% para 10'° apds 4 horas de cultivo.

8. Calcule o tempo de geracao de uma cultura cuja populacao celular passa
de 10° para 10" apods 5 horas de cultivo.

9. Uma populacao bacteriana aumenta de 10? células para 10'? células em
10 horas. Calcule a taxa de crescimento e o tempo de geracao.
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Aula 8 - Provas bioquimicas e cultura
de microrganismos

“Na natureza nada se perde, nada se cria, tudo se transforma”.

Antoine Lavoisier
Objetivos

Conhecer principios e procedimentos de diversas provas (testes)
bioguimicas usadas na identificacdo de microrganismos.

Conhecer a técnica de enumeracao e deteccdo de microrganismos —
Método do Numero mais Provavel (NMP).

8.1 Apresentacao

Nesta aula, estudaremos a investigacao das atividades metabdlicas dos micror-
ganismos “in vitro”, chamada de provas (testes) bioquimicas, que auxiliam
na identificacdo de grupos ou espécies de bactérias ou leveduras através da
verificacdo das transformacdes quimicas, que ocorrem num determinado
substrato, pela acao das enzimas. Como muitas vezes um determinado micror-
ganismo possui um sistema enzimatico especifico, promovendo transformacao
bioquimica especifica, as provas bioguimicas podem ser utilizadas na préatica
para a sua caracterizacao. Também serdo estudadas algumas técnicas de
enumeracao e deteccdo dos microrganismos.

8.2 Provas bioquimicas

8.2.1 Prova de catalase

A catalase é uma enzima que decompde o peréxido de hidrogénio (H,0,) em
4gua e oxigénio. E produzida por muitos microrganismos, e usualmente empre-
gada para diferenciar Staphylococcus, catalase positivos, de Streptococcus,
catalase negativos.

Observacao

A prova é considerada positiva quando ha borbulhamento ou efervescéncia
devido a liberacao do oxigénio.
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A-Z

citocromos
E uma pequena proteina heme.

8.2.2 Prova da citocromo-oxidase
Sistema enzimatico relacionado com os citocromos da cadeia respiratéria de
alguns microrganismos. A prova é considerada positiva quando, na mistura

do

reagente com a massa bacteriana, desenvolve-se a cor purpura em até 1

minuto. Na reacdo negativa, nao ha desenvolvimento de cor purpura.

8.2.3 Utilizacao de fontes de carbono

a)

b)

Provas fermentativas (glicose, lactose, sacarose, manose, xilose, sorbitol, etc.).
Um determinado carboidrato pode ser fermentado e originar diferentes
produtos finais, o que depende do microrganismo envolvido. Isso pode
gerar gas, que pode ser detectado pela presenca de bolhas no tubo de
Durham, e acidos organicos, que podem ser detectados pela mudanca
de cor do indicador.

Mesmo com uma reacao negativa, o microrganismo pode ter utilizado outros
nutrientes do meio de cultura do teste, como a peptona. As leituras devem
ser feitas em, no méaximo, 24h, uma vez que uma incubacao prolongada
pode mascarar a producao de acido, pois ocorre producdo de substancias
alcalinas resultantes da acdo enzimatica sobre outros substratos.

Hidrélise do amido

As moléculas de amido sao constituidas por amilose e amilopectina as
quais sao rapidamente hidrolisadas por algumas bactérias, que usam as
suas a-amilases, originando dextrinas, glicose e maltose. Utiliza-se uma
solucdo de iodo para indicar a presenca de amido. Quando o iodo entra
em contato com o amido, forma um complexo azul acastanhado. O ami-
do hidrolisado nao produz alteracao de cor. Se aparecer uma zona clara
apos a adicao de iodo a um meio que contenha amido e crescimento
bacteriano, é porque a a-amilase foi produzida pela bactéria. Se nao
ocorrer uma zona clara, o amido nao foi hidrolisado.

8.2.4 Provas IMVIiC (Indole, Methyl-red,

Voges-proskauer, Citrate)

Estas provas permite diferenciar os principais grupos de Enterobacteriaceae,
pois sao baseadas nas propriedades bioquimicas e nas reacdes enzimaticas
na presenca de substratos especificos.
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a)

b)

9]

d)

Prova do Indol

O indol é produzido a partir do triptofano existente no meio de cultura sob
a acao da triptofanase, ha também a producao de acido pirtvico e amo-
nia. O indol pode ser detectado pela formacao de um anel rosa, “pink”,
na parte superior do tubo, ap6s a adicao de p-dimetilaminobenzaldeido
(reativo de Erlich).

Prova do Vermelho de Metila (VM)

Esta prova avalia a capacidade do microrganismo de oxidar a glicose
com producao e estabilizacdo de altas concentracbes de produtos fi-
nais acidos. Serve para diferenciar organismos entéricos, em particular,
Escherichia coli de Escherichia aerogenes. Embora todas as enterobac-
térias fermentem glicose, alguns microrganismos, durante a fase final
de incubacao, convertem esses acidos em produtos nao acidos como o
etanol, o que resulta num pH mais elevado (pH 6). O indicador de pH é o
vermelho de metila que, em pH abaixo de 4,4 é vermelho e acima de 6 é
amarelo.

Prova de Voges-Proskauer (VP)

Ha bactérias que utilizam a fermentacao butilenoglicélica. Elas fermen-
tam a glicose, produzindo acetil-metil-carbinol (acetoina), butilenoglicol
e pequenas quantidades de acidos. Quando KOH (4 gotas do Barrit Il) é
adicionado e na presenca de O, atmosférico, a acetoina é oxidada a dia-
cetil. A adicao de alfa-naftol (10 gotas do Barrit I), nessa reacdo, catalisa
a producao de um anel vermelho tijolo, ap6s 10-15 minutos. Adicionar
primeiro o Barrit |, depois o Barrit Il e agitar o tubo para expor ao oxigénio.

Citrato

Este teste determina se a bactéria é capaz de utilizar o citrato de sédio
como Unica fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento.
Deve ser utilizado o meio Citrato de Simmons, composto por citrato de
sodio, fosfato de amdnia e por azul de bromotimol. Com a facilidade do
transporte de citrato pela citrato-permease, ela é utilizada pela citrase
com producado de hidréxido de amdnia, o que eleva o pH fazendo com
gue a reacao torne-se azul. Nesse teste, utilizam-se tubos com meio in-
clinado para ter mais acesso ao oxigénio, necessario para a utilizacao do
citrato. O CO, produzido reage com o sédio do citrato formando carbo-
natos de reacao alcalina.
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8.2.5 Utilizacao de fontes de proteinas,

a)

b)

aminoacidos e enzimas
Prova do sulfureto de hidrogénio (H,S)
Algumas bactérias sdo capazes de degradar compostos que contém en-
xofre (como o tiossulfato de sddio e a cisteina das peptonas), através
da tiossulfato redutase, produzindo H,S que é incolor. Este reage com o
ferro (indicador) e forma um precipitado preto (sulfeto ferroso). Para que
esta reacao ocorra, € necessario que o meio esteja acido.

Hidrolise da gelatina

O objetivo desta prova é determinar a capacidade do microrganismo de
excretar uma enzima hidrolitica extracelular, chamada gelatinase, capaz
de degradar a gelatina. A gelatina é uma proteina produzida pela hidro-
lise do colageno. Abaixo dos 25°C mantém as suas propriedades de gel
e é solida, enquanto acima dos 25°C é liquida. Determinados microrga-
nismos tém capacidade de produzir a gelatinase, que atua hidrolisando
a gelatina em aminoacidos. Se a degradacao ocorre, nao se conseguem
restaurar as caracteristicas de gel da gelatina, mesmo a baixas tempera-
turas (fica liquido). A hidrélise da gelatina é uma caracteristica importan-
te na diferenciacdo dos microrganismos e pode também ser usada para
determinar a sua patogenicidade.

8.3 Prova da motilidade

A prova da motilidade indica, indiretamente, a producao de flagelos. Nao é
uma prova bioquimica, e sim fisiolégica, mas auxilia na identificacao de bac-
térias. A prova é efetuada inoculando-se, em linha reta, através da técnica da
puntura (com agulha), 2/3 de um meio semissolido. A prova indica motilidade
quando os microrganismos crescem deslocando-se da linha de inoculacao,
turvando o meio. A prova é negativa quando os microrganismos ficam restritos

ao local da inoculacdo sem, contudo, turvar o meio.

Observacao
O objetivo da prova de motilidade é determinar se um microrganismo é movel

ou

90

imovel, ou seja, se tem ou nao flagelo.
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8.4 Meios de cultivo

Os meios de cultivo, também chamados meios de cultura, consistem em
material nutritivo, preparado em laboratério, que se destina ao cultivo artificial
de microrganismos. Os meios de cultivo devem conter as substancias exigidas
pelas bactérias para o seu crescimento e multiplicacdo. Para que possam fazer
a sintese de sua prépria matéria nutritiva, devem dispor de fontes de carbono
(proteinas e acucares), fontes de nitrogénio (peptonas) e fontes de energia. Sao
também necessarios alguns sais inorganicos, vitaminas e outras substancias
que favorecem o crescimento. Além de nutrientes, é igualmente necessario
que as condi¢des de oxigénio (presenca ou auséncia), pH e pressao osmotica
sejam adequadas ao cultivo do microrganismo.

8.4.1 Classificacao dos meios de cultivo
a) Quanto ao estado fisico

e Meios liquidos — sao aqueles em que os nutrientes estao dissolvidos em
uma solucao aquosa. O crescimento bacteriano, nesse meio, muda seu
aspecto, ou seja, o meio sofre uma turvacao.

e Meios semissolidos — sao aqueles que possuem, na sua Composicao,
além dos nutrientes, uma pequena porcentagem de agar, polissacarideo
proveniente de algas marinhas. Sao geralmente utilizados em tubos e, a
partir desse tipo de cultura, é possivel observar a motilidade bacteriana.

e Meios sélidos — sao aqueles que possuem uma porcentagem maior de
agar (2%), além dos nutrientes. Podem ser dispostos em tubos ou em
Placas de Petri, dependendo da finalidade. Através do meio soélido em
placas de Petri, é possivel, utilizando-se a técnica do esgotamento, con-
seguir o isolamento de colénias bacterianas. E o meio ideal para que seja
feito o estudo da morfologia colonial. J& a cultura em &gar inclinado,
fornece somente o crescimento bacteriano com a obtencdo de uma bio-
massa de microrganismos.

b) Quanto a funcao

e Meios simples — possuem 0s componentes essenciais para o crescimen-
to de microrganismos pouco exigentes. Ex.: caldo simples.

e Meios complexos — sao adicionadas ao meio simples substancias enri-

quecedoras como sangue, soro, ovo, extrato de leveduras, etc. Ex.: Agar
sangue.
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e Meios seletivos — sdo aqueles que favorecem o desenvolvimento de
determinados microrganismos em detrimento de outros, geralmente
pela adicdo de substancias inibidoras. Ex.: Agar Salmonella-Shigella.

e Meios diferenciais — permite o desenvolvimento de grupos de microrga-
nismos com caracteristicas relativamente definidas, o que permite diferenciar
UM grupo ou uma espécie de microrganismo. Ex.: Agar MacConkey.

Observacao

Os meios de cultivo sdo preparados e armazenados seguindo um rigoroso
controle de qualidade, pois devem ser mantidas todas as suas propriedades
nutricionais e garantida a esterilidade até o momento de sua utilizacao.

8.5 Técnicas de semeadura

A escolha da técnica para o cultivo de microrganismos em condicoes labora-
toriais varia de acordo com o tipo de meio de cultura e a finalidade do cultivo,
porém algumas regras devem ser seguidas nas inoculacoes:

a) Aagulha e alca bacterioldgica devem ser esterilizadas por flambagem an-
tes e ap6s qualquer cultivo. Deve-se tomar cuidado para esfria-las antes
da coleta.

b) Os recipientes devem sempre ser abertos proximos a chama do bico de
Bunsen.

c) Deve-se evitar ao maximo que as tampas dos tubos e placas figuem aber-
tos sob a bancada durante o cultivo.

Observacao
Nunca se deve colocar o tampao do tubo sobre a bancada.

As alcas e agulhas bacteriolégicas sao feitas de fio de platina ou niquel-cromo.
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8.5.1 Semeadura da amostra em superficie
a) Técnica | - Meio liquido

e Primeiro, mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana.
Em seqguida, a alca carregada de bactérias deve ser mergulhada no tubo

com o meio de cultivo e agita-se a alca (Figura 8.1).

e (O objetivo dessa técnica é observar a respiracao das bactérias.

N

Figura 8.1: Esquema da técnica de semeadura em meio liquido
Fonte: CTISM

.

b) Técnica Il — Meio semissoélido
e Primeiro, mergulha-se a agulha de niquel-cromo esterilizada na cultura
bacteriana. Em seguida, é feita uma “injecdo” com a agulha carregada

de bactérias no meio de cultivo semissolido (Figura 8.2).

e (O objetivo dessa técnica é observar a motilidade das bactérias.
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Figura 8.2: Esquema da técnica de semeadura em meio semissélido
Fonte: CTISM

¢) Técnica lll — Meio sélido (agar inclinado)

e Primeiro, mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana;
depois, encosta-se levemente a alca no tubo com o meio de cultura na
parte mais baixa do plano inclinado e eleva-se, fazendo estrias na super-
ficie do agar (Figura 8.3).

e O objetivo dessa técnica é obter uma concentracao de massa bacteriana.

Figura 8.3: Esquema da técnica de semeadura em meio sélido (agar inclinado)
Fonte: CTISM
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d) Técnica IV — Meio solido (placa de Petri — técnica do esgotamento)

e Divide-se a placa de Petri em trés partes, fazendo linhas com a caneta
retroprogetor na parte de baixo da placa.

e Mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana.

e Devem ser feitas estrias em cada divisao, respeitando as linhas e utilizan-
do da melhor forma possivel toda a superficie da placa (Figura 8.4).

e O objetivo dessa técnica é obter (isolar) culturas puras de amostras que
contenham microbiota mista, sendo igualmente Util para o estudo da
morfologia colonial.

Figura 8.4: Esquema da técnica de semeadura em meio sélido (placa de Petri — técnica
do esgotamento)
Fonte: CTISM

e) Técnica V — Meio solido (placa de Petri — técnica de Pour-Plate)

e Semear, com pipeta esterilizada, 0,1 ml de suspensdo contendo bacté-
rias, no fundo da placa de Petri esterilizada.

e \erter o meio de cultura (agar simples) dissolvida a 40 — 45°C.

e Submeter a placa a movimentos rotatérios suaves, com a finalidade de
misturar o inéculo com o agar.

e Esperar solidificar o meio.
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e O objetivo da técnica de semeadura em Pour-Plate é obter colénias isola-
das (qualitativo) ou realizar contagem de colénias em placas (quantitativo).
Nessa técnica, deve-se tomar cuidado para nao adicionar o meio em tem-
peratura elevada sobre o inéculo, pois isso podera matar as bactérias.

8.6 Método do Numero Mais Provavel (NMP)

O método do NMP permite calcular o nimero de um microrganismo especifico
numa amostra, utilizando tabelas de probabilidade.

Diluicdes decimais da amostra sao inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo (Figura 8.5). Os tubos sao positivos quando tém cresci-
mento e/ou producao de gas de fermentacao.

s )

1° Passo: diluicdes sucessivas

: \ N\

A 4P 4p
. 1° tubo E 2° tubo a 3° tubo ﬁ

2° Passo: incubagao em meios adequados

\& >

Figura 8.5: Diluicdes decimais da amostra inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo
Fonte: CTISM
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A densidade bacteriana é determinada pela combinacao de resultados posi-
tivos e negativos numa tabela designada NMP.

Esse método é constituido por trés testes:

a) Teste presuntivo;
b) Teste confirmativo;

c) Teste completo.

O teste presuntivo fornece uma estimativa preliminar da densidade do grupo
bacteriano baseada no enriquecimento em meio minimamente restritivo. Os
resultados deste teste ndo podem ser usados sem confirmacao posterior.

O teste confirmativo é a segunda etapa do NMP. Os tubos considerados
positivos no teste anterior sao inoculados em tubos de meio mais seletivo e
inibidor. As reacdes positivas sao lidas e a densidade calculada com a ajuda
da tabela NMP.

O teste completo ¢é a terceira etapa. E utilizada apenas na determinacdo do
numero de coliformes totais. Os tubos positivos do teste anterior sao subme-
tidos a testes adicionais para isolamento e identificacdo dos microrganismos.
Devido a morosidade deste teste, ele, normalmente, nao é utilizado.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao de como realizar algumas provas bioqui-
micas e técnicas de enumeracao e deteccao dos microrganismos, as quais
exigem uma boa carga de conhecimento em microbiologia.

Atividades de aprendizagem

1. Para que servem as provas bioguimicas?

2. Quando a prova de catalase é considerada positiva?

3. Quando a prova da citocromo-oxidase é considerada positiva?

4. Por que as leituras das provas fermentativas devem ser feitas em, no
maximo, 24 horas?
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5. Comente sobre a prova vermelho de metila (VM).

6. Descreva a prova de motilidade.

7. O que sao meios de cultivos ou meios de cultura?

o

Classifique os meios de cultivos:

a) Quanto ao estado fisico.

b) Quanto a funcao.

9. Cite as regras que devem ser seguidas durante as inoculacoes.

10.Diferencie as técnicas de semeaduras em meio liquido, em meio semisso-
lido e em meio soélido.

11.Comente sobre o método do numero mais provavel (NMP).
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