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INTRODUCAO A MICROIBDGIA

HISTORIA E EXTENSAODA MICROBIOLOGIA

A Microbiologia
O microorganismos apresentam beneficigmra a sociedade, entre eles

1 Podemser necessarios na prodig de, pdo, queijo, cerveja, ingurtentdidticos, vacinas,
Vitaminas,Enzimas e raitos outros produtos importantes;
1 S&o uma fonte de nutrientes na bases das cadeias e redes alimentares espldgic
1 S&ocomponententes indispensaveis do nosso ecossistema. Eles tornam possiveis os ciclos do
carbono, oxigénio, azoto e enxofre que ocorraas sistemas agico e terrestre:
During the day oxygen is

ATMOSHPERIC
1 given out by plants as a
At ",'—Ehl' plants release CARBON DIOXIDE waste product of

ca dioxide as a :
product of respiration photosynthesis

Carbon dioxide
returns to the
atmaosphere

At night plants use
en for
respiration

Animals breathe
in oxygen

Animals breathe out
carbon dioxide as
a waste product

arbon is absorbed
animals when
they eat plants

LR

Carbon dioxide
is used in
photosynthesis

Animal faeces

Decomposers release
“carbon dioxide as they
decompose dead organise

Dead organisms

No entanto, 0s microorganirmos também apresentam desvantagenspara os humans, tendo
prejudicado tanto a saude humana como a sociedade:

1 As doencas microbianas indubitavelmente tiveram um papel importante em eventos histéricos,
como o declinio do ImpériBomano e a conquiatdo Novo Mundo;

1 Em 1347, a peste negra atingiu a Europatdimente e apenas em 1351 a praga ja tinha matado
1/3 da populagdo. Durante os 80 anos seguintes, a doenca surgiu de novo e de novo,
eventualmente matando 75% da populacédo Europeia. Acraditque este desastre mudou a
cultura Europeia, preparando o Restamento;

1 Em B00, as doencas infecciosas constitui@a principais causas de morte n@sises
desenvolvidos e néo desenvolvidos. No entanto, nos tempos correntes as doencas infecciosas
apresentam uma maior imgtancia neste factpem paises mais desenvilus.
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Entre 1900 e 2000, trés factores mudaram para que tal disparidade nas taxas de mortalidade causadas
por doencas infecciosas baixasse:

1. Por volta dos anos 30/40 chegaram os antibidticos, por descoberta da Penicilina;
2. As vacinas tiveram um impacto tremeko no tratamento de doencgas infecciosas;
3. Foram tomadas mediddas higiénicas.

Assim, é facil compreender que paises menos desenvolvidos sejam bastante fustigados pelas doencas
infecciosas, sendo estas a principal causa de morte, apresentando um panoramigoic#o do
observado no inicio do século XX.

Asdoencas infecciosas de maior importanaias nossos tempos sao:

M1 SIDA;
M1 Malaria;
1 Tuberculose.

Literalmente, podemos definir:

1 Microbiologia¢ estudo dos organismos e agentes demasiado pequenos para serem etdeam
observados a olho nq, isto €, o estudo daisroorganismos.

Como os objectos com menos de um milimetro de didmetros ndo podem ser observados claramente e
devem ser examinados com um microcscopio, a microbiologiasecarincipalmente em estudar
orgarismos e agentes t4o ou mais pequenos:

1 Bactériaqa); 1 Algumas algas;
1 Virus(b); 1 Protozoariogd).
1 Alguns fungos (c);

No entanto, alguns membros destes grupos podem ser visiveis a nivel nd, particularmente algumas
algas e fungos. Exemplos séo fundogéo eas algas filamentosas.

A Descoberta dos Microorganismos

Mesmos antes dosnicroorganismos serem observados, alguns investigadores suspeitaram da sua
existéncia e sua responsabilidade em doencas:

1 O filésofo romano Lucretius (&b a.c.) e o médicoifélamo Fracastoro (1478553) sugeriram
gue as doencgas eram causadas por criaturas vivas invisiveis.

No entanto, aprimeira pessoa a observar e descrever microorganismosm precisao foi o
microscopista amador holand@stony van Leeuwenho¢k6321723):
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O Conflito da Geracao Espomaa

Leeuwenhoek trabalhava como alfaiate, mas passava a amaior parte do seu tempo livre a
construir pequenos microscopios compostos por duas lentes de vidro convexas encaixadas entre

duas placas de prata;

Os seus microscopios conseguiam ampliar entre 50 ¥&06s e ele conseguia iluminar os seus
espécimes liquidos colocands entre duas pecas de vidro e langcando luz num angulo de 45°;
Isto proporcionou que Leeuwenhoek observasse bactérias e protozoarios, que entdo desenhava.

dfy e (y?y G =—

Nos primeiros tempos, as pessoas acreditavangeracdo espontaneaou seja, que 0S organismos se

podiam desenvolver espontanemaente de matéria ndo viva.

Esta imagem fallesafiada pelo médico italiarferancesco Re{l626:1697), que efectuou uma sérde
experiéncias com carne em decomposicao estudando a habilidade de produzir larvas:

a Pedaco de carne descoberta

Moscas depositaram ovos na carne e larvas
desenvolveranse

Pedaco de carne coberta con
papel

N&o houveproducéo esporéinea de larvas

Pedaco de carne coberta con
uma gaze fina

N&o houve producéo esponténea de larvas mas 4
moscas foram atraidas pelo conteudo e depositar

0S seus ovos aslarvasproduziramse
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Assim,a geracdo de larvas por carne em oeposicdo resultou da presenca de ovos de mosca, e a
carne nao gera larvas espontaneamente, como antes se previa.

Adescoberta dos microorganismgsor Leeuwenhoek renovou a controvérsia:

T

Alguns propuseram que 0S microorganismos surgiam pos geracao espangfiguanto 0s
organismos maioresao.

Em 1748, o padre inglésohn Needhan{17131781) reportou os resultados das suas experiéncias
guanto a geracao espontanea:

T

Needham levou a ebolicdo caldo de carne de carneiro e, depois, fechou os frascos
hermeticameng;

Eventualmente, muitos dos frascos tornar&e turvos e continham microorganismos;

Ele pensou que a matéria organica continha uma forca vital que deveria conferir propriedades
vitais a matéria ndo viva.

Alguns anos mais tarde, o padre e naturalistadtadiLazzaro Spallanzaifl7291799) melhorou o
design experimental de Needham:

T
T

Selou primeiro os frascos de vidro, que continham agua e sementes;

Se os frascos selados fossem colocados em 4gua em ebolicdo durante ¥ de uma hora, ndo havia
crescimento enquato os frascos se mantinham selados;

Ele propds que o ar carregava germes para 0 meio de cultura, mas também comentou que o ar
externo deverigser necessario para o crescimento de animais existentes ja no meio.

Aqueles que suportavam a hipotese da gerac§poatanea mantinham que o aquecimento do ar em
frascos selados destruia a sua habilidade de suportar vida. Varios investigadores cestagam
estudar tais argumentos:

T

T

Thodore Schwan(18101882) permitiu que ar entrasse em frascos contendo uma soluegdo d
nutrientes estéreis depois do ar ter passado através de um tubo vermelho quente, e os frascos
continuaram estéreis;

Subsequentementefriedrich Schrodee Theodor von Duscpermitiram a entrada de ar em
frascos com meio esterilizado pelo calor depoistelgmssar através de |a de algodao estéril e
nenhum crescimento ocorreu, apesar do algodéo néo ter sido aquecidos;

Apesar destas experiéncias, 0 naturalista frarféélsx Poucheaclamava em 1859 ter realizado
experiéncias que provavam que O crescimentocrobiano podia ocorrer mesmo sem
contaminagéao do ar.

Estas constatagOes provocardmuis Pasteu(18221895) que se centroa acabou com a discusséo de
uma vez por todas:

T

Pasteur primeiro filtrou ar através de algodao e descobriu que objectos que contesonos

de plantas ficaram presoSe o pedaco de algodéo fosse colocado em meio estéril depois de ar

ter sido filtrado através dele, havia crescimento de microorganismos;

5SLI2Aax StS 02t202dz a2f dzeepS&a ydziNAG ARSI & dREy
chama, e dobrows numa variedade de curvas, enquanto os mantinha abertos para a superficie.

Pasteur levou as solugdes a ebolicdo durante alguns minutos e permitiu que amornassem.
Nenhum crescimento ocorreu apesar do conteudo dos frascos estastexgo ar;
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9 Pasteur concluiu que ndo ocorreu nenhum crescimento porque o pé e 0s germes teriam sido
NEGAR2& yla LI NBRSa R2a alLISa02m®2aé¢ Od2NII R23
comecava imediatamente.

Assim, Pasteur ndo apenas resolveu a comreia por volta de 1861 mas também mostrou como
manter as solucdes estéreis.

O médico inglégohn Tyndal18201893) pds mais um ponto final na hipétese da geracao espontanea
em 1877 demonstrando que o p6 de facto carregava hermes e que, se 0 p6 estusssée, 0 caldo
manteriase estéril mesmo quando exposto ao ar.

O Papel dos Microorganismos no Desenvolvimento Deenca

A importéncia dos microorganismos no desenvolvimento deencasnéo foi imediatamente Gbvio
para as pessoas, e demorou alguns anasapgue 0S cientistas estabelecessem a ligacdo entre
microorganismos e patologias:

1 O reconhecimento do papel dos microorganismos dependeu fortemente do desenvolvimento de
novas técnicas para o seu estudo;

1 Assim que se tornou claro ques doencas podiam seausadas por infecgbes microbianas, os
microbiologistas comecaram a examinar a forma pela qual os hospedeiros se defendiam contra
0S microorganismos e a estudar como a doencga podia ser prevenideesceu a Imunologia.

Reconhecimento da Relacao entre Migorganismo e o Desenvolvimento de Doencas

Apesar de Fracastoro e outros terem sugerido que microorganismos invisiveis produziam doencgas, a
maior parte acreditava que as doencas eram devidas a causas como forcas supernaturais, vapores
toxicos designados nsmas, e a desiquilibrios entre os quatro humores que se pensavam estar
presentes no corpo:

1 A ideia de que um desiquilibrio entre os quatro humores (sangue, fleuma, bilis amarela e bilis
negra) levava a doenca foi durante muito tempo aceite desde os tenpasedico grego Galen
(129199).
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O suporte da teoria de que os germes estavamolvidos no desenvolvimento de doencgas, comecou a
surgir no inicio do século XIX:

1 Agostino Basq17731856) mostrou que um microorganismo pode causar uma doenca quando
demonstou, em 1835, que a doengia-seda era devida a uma infecgéo fungica;
1 Em 1845M. J. Berkeleprovou que a grande praga da batata na Irlanad foi causada por fungos.

Seguindo o seu sucesso no estudo da fermentacéois Pasteufoi convidado pelo governadncés
para investigar a doenegda-seda que estava a perturbar a industria da sddepois de alguns anos de
trabalho, ele mostrou que a doenca era devida a um parasita protozéadoenca foi controlada pelo
aumento de lagartas a partir de ovos produsdor tracas saudaveis.

Evidéncias indirectague 0os microorganismos constituiam agentes para a doenca humana surgiram a
partir do trabalho do cirurgido inglé3oseph Listef1827%1912) sobre a prevencédo da infec¢cdo de
feridas:

9 Lister ficou impressionadocom os estudos de Pasteur sobre o envolvimento dos
microorganismos na fermentacdo e putrefaccdo e desenvolveu um sistema de cirurgia
antiséptica designada para prevenir a entrada de microorganismos nas feridas;

1 Os instrumentos eram esterilizados, e eradsdenol nas vestimentas cirurgicas e, por vezes,
pulverizado sobre a &rea cirurgica,;

1 Como o fenol mata bactérias e preveniu as infeccoes, prseoindirectamente que o0s
microorganismos estavam envolvidos nas infeccgdes.

Evidéncias directado papel das éctérias em doencas surgiram do estudo do antraz pelo médico
alemaoRobert Koch(18431910).Koch usou o citério proposto pelo seu professkacob Henl¢1809
1885), para estabelecer a relacao emtrBacillus anthracis o antraz:

1 Koch injectou ratos audaveis com material de
animais doentes, e os ratos ficaram doentes;

1 Depois de transferir antraz por inoculagédo atra
uma série de 20 ratos, incubou uma pecga de be §
contendo o bacilo de antraz em soro bovino; i-a =

1 Os bacilos cresceram, reproduzira® e prauziram Mot

esporos; :
1 Quando os bacilos ou esporos foram injectados ﬁ
ratos, estes desenvolevram antraz. ™3

O seu critério para prvar a relacdo causal entre microorganismos e uma doenca especifica séo
conhecidos como oBostulados de Kogle podem ser resumidas

1. O microorganismotem de ser encontrado em todos os individuos doentes e em nenhum
saudavel;

2. Omicroorganismo suspeito deve ser isolado e cultivado em cultura pura;

Quando inoculado num animal saudavel, o microorganismo deve causar nele a mesma doenca;

4. Omesmo microorganismo deve ser isolado do hospedeiro doente.

w
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O Desenvolvimento de Técnicas para o Estudo de Patogénios Microbianos

Durante os estudos de Koch sobre as doencas bacterianas, teenoecessarigsolar patogénios
microbianos suspeitos:

1.

BN

Primero, Koch cultivava bactérias nas superficies estéreis de batatas levadas a ebolicdo
cortadas Isto era instisfatorio porque as bactéasnem sempre cresciam bem em batatas;

Ele tentou entdo solidificar meio liquido com gelatira colonias de bactérias p@radas
desenvolviarrse depois da superficie ser listrada com uma amostra bacteriana. No entanto, a
gelatina ndo foi um bom agente solidificante porque esta era digerida por muitas bactérias e
derretia quando a temperarura ia acima dos 28 °C;

Uma melhor akrnativa foi sugerida pela esposa &lther Hesseum assistente de Koch. Esta
sugeriu o uso de agar como agente solidificante, ja que ela o usava com sucesso na producao de
compostas. O agar ndo foi atacado pela maior parte das bactérias e ndo datéeditngir uma
temperatura de 100C;

Um dos assistente de KodRjchard Petri desenvolveu a placa de petri, um recipiente para o
meio de cultura solido

Estes desenvolvimentos tornaram possivel o isolamento de culturas pueasaqiinham apenas um
tipo de bactérias e estimulou directamente o progresso em todas as areas da bacteriologia.

Koch também desenvolvaueio adequado para o crecimento de bactéris®ladas do corpo humano:

T

T

Devido a sua semelhanca com os fluidos corppmitractos de carne e produtos da digestéo
proteica eram usados como fontes de nutrientes;

O resultado era o desenvolvimento de meios de agar nutritivos, que ainda sao usados hoje em
dia.

Os estudodos microorganismos, mais comummente de bactérias, segue uma série de passos até se
poder estudar a espécie em questao:

1.
2.
3.

4.

Crescimento do microorganismo a paritr de uma amostra, em meios de cultura apropriados;
Isolamento em cultura pura, em meios selectieasolidos;

Expansdo em meio liquido, visto que a cultura pura apenas fornece uma pequena quantidade de
microorganismos. A expansao premite a obtencdo de uma grande quantidade de espécie pura;
Caracterizacéo, via coloracao, estudos bioquimicos, estud@@ gen 02 4 S G OX
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A maior parte do estudo da microbiologia depende da habilidade de crescer e manter microorganismos
no laboratorio e isto € possivel apenas se estiverem disponiveis meios de cultura adequados.

1 Meio de cultura ¢ preparacdo ligda ou sélida usada para crescimento, transporte e
armazenamento de microorganismos.

Para ser eficiente, 0 meio deve cont®xdos 0s nutrientes que 0Ss microorganismos requerem para
crescer:

1 Meios especializados séo essenciais no isolamento e identific@cAucroorganismos, no teste
de sensibilidade a antibidticos, analise de a4gua e alimentos, na microbiologia industrial e
noutras actividades;

1 Apesar detodos os microorganismos necessitarem de fontes de energia, carbono, azoto,
fosforo, enxofre e varios imerais, a composicéo precisa de um meio satisfatério dependera da
espécie que se quer cultivar pois 0s requerimentos nutricionais variam altamente.

Frequentemente, um meio é usado para seleccionar e crescer microorganismos especificos ou para
permitir a dentificacdo de uma espécie em particul8egundo a dificuldade de producdo de um meio
nutritivo adequado e, consequentemente, o isolamento de uma espécie, podemos encontrar diferentes
tipos de microorganismo$ace as necessidades de nutrientes:

1 Prototréficos¢ microorganismogjue séo nutricionalmente auteuficientes e que podem existir
num substrato de sais inorganicos simples e com uma fonte de energia. Ou seja, conseguem
sobreviver num meio minimo;

1 Auxotréficos¢ microorganismos que ndo se desenvolvem meio minimo, requerendo para o
seu crescimento a adicdo de um composto especifico, como um aminoacido ou uma vitamina,

i Fastidiososg microorganismos que necessitam de meios de cultura e condi¢gdes atmosféricas
especificas para 0 seu isolamento. Sao exg®e nutricionalmente necessitam de um meio
muito rico, sendo normalmente fornecidos esse nutriente por adicdo de sangue ao meio de
cultura;

9 Parasitas intracelulares obrigatérios microorganismos que apenas sobrevivem no interior de
células hospedeiras.Jexemplo sdo os virus, que ndo apresentam magquinaria para replicagao,
necessitando de infectar uma célula para que sobreviva;

T abn2 Odz i paddsiBS Jud énecessitam de condicdes dificiimente alcancaveis no
laboratério.

Conforme descemos na listaddiculdade de isolamento do tipo em questdo vai aumentando, pois vai

se tornando mais dificil atingir condicbes especificas no laboratorio, como temperatura, pressao,
YydziNASyiSasz SGOX h O2yKSOAYSyid2 R2 KIoAidilna y2N.
seleccdo de um meio de cultura aproriado porque o0s requerimentos nutricionais reflectem as
vizinhangas naturais.

Podemos dividir os meios em diferentig®os de meiosdependendo de varios critérios:
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Tipo de Meio

Estado fisico

Liquido
Sdido

Composigéo quimica

Definido
Complexo

Objectivo

Simples
Selectivo
Diferencial
Enriquecido

Meio Definido

Microbiologia geral

Alguns organimos, particularmente autotrofes fotolitotroficos como as cianobactérias e as algas
eucariétas, conseguem crescer num meio tiglanente simples contendo G@omo fonte de carbono

(normalmente adicionado como carbonato de sddio ou bicarbonato), nitrato ou aménia como fontes de
azoto, sulfato, fosfto e uma variedade de minerais, especificos para cadacesp

Tais meios nos quais todos o0s componentes s

conhecidos séo designadowios defenidos Estes meios

sdo usados amplamente em investigacaofoviserem

uteis para identificar o que 0s microorganismos a estu

metabolizam.

No entanto, nem todos os meios definidos sdo t

simples como os apresentados na tabela.

Meio | Quantidade (g/L)
Meio para Cianobactérias
NaNQ 1,5
KHPQ-3H0 0,04
MgSQ-7HO 0,075
CaGl2H0 0,036
Acido citrico 0,006
Citrato de amoénia férrico 0,006
EDTA 0,001
NaCQ 0,02
Solucéo com tragos de metais 1,0 ml/L
LJI F 1t%n
Meio para E. coli
Glucose 1,0
NaHPQ 16,4
KHPQ 15
(NH),SQ 2,0
MgSQ:-7HO 200,0 mg
Cad 10,0 mg
FeSQ@ 7H0 0,5 mg
LJI F70c Xy

Meio Complexo

Meios que contém alguns ingredientes de composi¢édo quimica descdalsmmeios complexos

1 Bastante utés, visto que um Unico meio complexo pode ser suficientemente rico e complexo
para igualar as necessidades nutricionais de diferentesnisgos;

1 Em adicdo, poderser algumas vezes necessarios porque 0s requerimentogioais de um
microorganismo podem ser desconhecidos, e portanto um meio definido ndo pode ser
conhecido. Esta situacdo ocorre com muitas bactérias fastidiosas, algumas das quais por vezes

requerem um meio contendo soro ou sangue.

Os meios complexos carh componentesindefenidos como peptonas, extracto de carne e extracto de

levedura:
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1 Peptonassao hidrolizados proteicos preparados por digestdo proteolitica parcial de carne,
caseina, soja, gelatina e outras fontes proteicas. Servem como fontes de cadmemgia e

azoto;

1 Extractos de carnesdo extractos aquosos de carne magra e contém aminoacidos, péptidos,
nucledtidos, &cidos organicos, vitaminas e minerais;
1 Extractos de leveduraséo extractos aquosos de leveduras da cerveja e sdo uma excelente

2009/2010

fonte devitaminas B e de compostos carbonados e azotados.

Existem trés meios complexos usados normalmente:

1. Caldos de nutrientes;

2. Caldos de soja;

3. Agar MacConkey.

Se um meio sélido é necés® para cultivo de microorganismos, um meio liquido pode ser soliddica

Meio | Quantidade (g/L)
Caldo de Nutrientes
Peptona (hidrolisado de gelatina) 5
Extracto de carne 3
Caldo de soja
Triptona (digestao pancreética de caseing 17
Peptona (digerido de soja) 3
Glucose 25
Cloreto de s6dio 5
Fosfato de dipotassio 2,5
Agar de MacConkey
Digerido pancreatico de gelatina 17,
Digerido pancreético de caseina 15
Digerido petidico de tecido animal 15
Lactose 10
Sais biliares 1,5
Cloreto de so6dio 5
Vermelho neutro 0,03
Violeta cristal 0,001
Agar 13,5

com a adi¢céo de 1,0 a 2,0% atzar.

1 Agar é um polimero sulfatado composto principalmente peagdactose, 3&nidro-L-galactose
e acido Bglucordnico e normalmente extraido de algas vermelhas;

1 O agar estd bem adaptado como agente solidificante poisidege ser derretido em agua em
ebulicdo pode ser arrefecido até cerca de 40 a 42 °C antes de solidificar e ndo derretera de novo

até que a temperatura atinja cerca de 80 a 90 °C;

f E também um agente solidificante excelente pois 0s microorganismos n&o SeguLEm

degradar.

Outros agente solidificantepodem ser usados:

1 Geis de silica sdo usados no crescimento de bactérias autotroficas em meio sélido na auséncia
de substancias organicas e para determinar fontes de carbono para bactérias heterotréficas por

sudementa¢do do meio com Varios compostos organicos.

Joana Maria Soares Pereira
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Tipos de meios

Meios como caldos de soja e agar de soja sédo desigmadms simplegois suportam o crescimento

de varios microorganismos, sangue e outros nutrientes especiais devem ser adicionados geras

para encorajara o0 crescimento de microorganismos fastidiosos, sendo esses meios especialmente
fortificados designadosieios enriquecidoge.g. agar com sangue).

Meios selectivogavorecem o crescimento de microorganismos particulares:

1 Sais biliare ou corantes como fucsina basica e violeta de crital favorecem o crescimento de
bactérias grarmegativo pela inibicdo do crescimento de bactérias gparsitivo sem afectar os
microorganismos gramegativo;

1 Agar Endoagar eosina azul de metileno (EM8)agar MacConkey, trés meios amplamente
usados na deteccdo dE. colie bactérias relacionadas em fornecimentos de agua, contém
corantes que suprimem o crescimento bacteriano giaositivo. O agar MacConley também
contém sais biliares;

1 As bactérias também pedn ser seleccionadas por incubacdo com nutrientes que
especialmente usam. Um meio contendo apenas celulose como fonte de carbono e fonte de
energia é bastante efecciente no isolamento de bactérias que digerem celulose;

1 As possibilidades de seleccdo saadinfeis e existem dezenas de meios selectivos especiais em
uso.

Meios diferenciaissdo meios que distinguem entre diferentes grupos de bactérias e ainda permitem
uma tentativa ddadentificacdo de microorganismos baseado nas suas caracteristicas bioldgicas:

1 Agar com sanguéBlood agar) é tanto um meio diferencial e um meio enriquecido. Distingue
entre bactérias hemoliticas e nd@moliticas. Bactérias hemoliticas (e. g., varios streptococcus
e staphylococcus isolados das gargantes) produzenas limpas a V@ das colénias dedo a
destruicao dos eritrécitos. Permite a identificacdo de microorganismos patogénicos;

1 Agar MacConkey € tanto um meio selectivo como diferencial. Como contem lactose e corante
vermelho neutro, as colénias que fermentam lactose apamewermelhas e sédo facilmente
distiguidas das col6nias ndo fermentativas;

f  Manitol-sakagar é tanto um meio selectivo como diferencial. E constituido por manitol, extracto
de carne, peptona, NaCl (7,5%), vermelho de fenol e agar. Como contem uma percentagem
YdzA 2 St SOFRF RS alf oOoy2NXIf F nZipr0xX aSts$s
condicdes, o que é caracteristico do gén&taphylococcusPara além disso, a presenca de
manitol, um polialcool que serve de fonte de carbono para algumas espéeidmalérias,
permite o isolamento de espécies d&taphylococcusjue fermentam este composto por
mudanca de cor do meio (vermelho amarelo) devida a alteracdo de pH causada pelo
fermentacéo. Esta alteragcdo de cor é caracteristica da espaogisdeste géero.

Escherichia coiMB Blood agar
Meio Sdectivo e diferencial Meio Enriguecido e Diferencial
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GéneroStaphylococcus Staphylococcus aureus

Manitol-salagar
Meio Selectivo e Diferencial

Isolamento de Culturas Puras

Em habitats naturais, os microorganismos normalmente crescem em populacbes complexas e
misturadas contendo varias espécies. Isto apresenta um problema porque um Unico tipo de
microorgansmo nao pode ser estudado adequeadamente numa cultura misturada. Assim é necessaria
umacultura pura

1 Uma populacao de células com origem numa Unica célula que permite a caracterizacdo de uma
espécie individual,

1 Tem uma importancia tdo elevada que permituisolamento de varios agentes patogénios
responsaveis por variadas patologias bacterianas humanas.

Existem varios modos de preparar culturas puras:

1 Spread plate e streak plate;
1 Pour plate;
1 Crescimento e morfologia da éoiia.

Spread Plate e Streak Plate

Se uma mistura de células é espalhada numa superficie de agar de modo a que todas as células possam
crescer emcolbénias completamente separadas, um crescimento macroscopicamente visivel ou o
agrupamento demicroorganismos num meio solido, cada col6nia espnta umacultura pura

Podemos chegar a este produto de dois modos diferentes:

1. Spread plate(espalhamento)¢ é um método rapido e directo de atingir o resultado. Um
pequeno volume de mistura microbiana diluida contend cerca de 30 a 300 células é tcamsfer
para o centro da placa de agar e espelhado por todas a superficie com uma vareta de vidro
dobrada esterilizada pelo calor e com éalcool. As células dispersas desengelam colonias
isoladas. Como o numero de colonios deverd igualar o niumero de isngas viaveis na
amostra, as spread plates podem ser podem ser usadas para quantificar a populagéo
microbiana;
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2. Streak plates(estriamento) ¢ a mistura microbiana é transferida para a extremidade de uma
placa de agar com um zaragai@u ansa estriada depois estriadgela superficie enguatro
zonas, de modo a criar uma concentracdo decrescente de coldwasesmo ponto, células
Unicas sao deixadas na superficie do agar e desnvedecem coldnias separaddsdo permite
a quantificacéo devido ao gradie, a sua vantagem € ser rapido.

Em ambas as técnicas, o isolamento com sucesso de colonias depende da separagao espacial das célula
Unicas. Assim, se quisermos fazer quantificacdo fazemos spread plate, mas se quisermos apenas separar
fazemos seak plate porque € mais rapido.

Pour Plate
Extensivelmente usada com fungos e bactériggw platetambém fornece coldnias isoladas:

1 A amostra original € diluida varias vezes para reduzir a populacdo microbiana suficientemente
para obter colonias sepadas na placa,

1 Depois pequenos volumens de varias amostras diluidas sdo misturados com agar liquido, que foi
arrefecido até cerca de 45 °C, e as misturas sao derramadas em placas de petri estéreis;

1 A maior parte das bactérias e fungos ndo sdo mortos pgfwsicdo breve ao agar quente.
Depois do agar solidificar, cada célula esta fixa num local e forma uma coloénia individual;

1 Placas contendo entre 30 a 300 coldnias sdo quantificadas. O numeor total de col6nias iguala o
numero de microorganismos viaveis aaostra diluida;

1 As clonias que crescem na superficie podem ser usadas para inocular meio fresco e preparar
culturas puras.

1.0ml 1.0 mil 1.0ml 1.0ml

N N NN

Original amlH,0 9 mlH,0 amlH,0 aml H,0
sample (107" dilution) (102 dilution) (1073 dilution) (104 dilution)

1.0ml

Mix with warm
agar and pour.
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Este método € usado em alguns casos porque alguns microorganismos cerescem melhor nestas
condicgoes.

Crescimento e Morfologia dasaldnias

O desenvolvimento das colonias na superficie do agar ajuda na identificacdo de bactérias pois espécies
individuais normalmente formam col6nias com tamanho e aparéncia caracteristicas:

Punctiform Circular Filamentous Irregular Rhizoid Spindle

Elevation —_— - A A

Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate

Entire Undulate Lobate

7

1 Quando uma populacdo misturada foi plaqueada apropriadamepte, vezes é possivel
identificar a col6nia desejada baseado na sua aparéncia geral e isso permite 0 seu uso na
obtencéo de coldnias puras

A estrutura microscopica das colénias normalmeatéo varidvel como a sua aparéncia visual.

Na natureza, as bacté&s e muitos outros microorganismos normalmente crescem na superficie de
biofilmes, contudo, por vezes ndo formam coldnias discretas. Assim, a compreensao do crescimento das
coldnias € importante, e orescimento das colénias em agm sido frequentementestudado:

1 Geralmente o crescimento mais rapido ocorre na extremidade da colonia;
1 O crescimento € mais lento no centro;
1 A autolise celular ocorre nas por¢cdes centrais mais velhas da mesma coldnia.

Estas diferencas no crescimento parecem deeemgradientes de oxigénio, nutrientes e produtos
toxicos na colonia:

1 Na extremidade da coldnia, oxigénio e nutrientes estdo presentes;

1 No centro da colénia é mais espesso que a extremidade. Congueguentemente, oxigénio e
nutrientes ndo se difundem rapidamente para entro, produtos téxicos metabdlicos ndo
consgeuem ser rapidamente eliminados e o crescimento do centro da colénia é abrabdado ou
parado;

1 Devido a estas alteracdes ambientais na coldnia, as células no cnetro vdo morrendo enquanto as
células periféricas pode crescer a taxas maximas.

As bactérias que crescem em superficies soélidas como o agar podem formar colénias complexas e com
formas complicadas:

1 Esses padrbes variam com a disponibilidade de nutrientes e com a dureza da superficie de agar;
1 A difusdo e dispnibilidade de nutrientes, a quimiotaxia bacteriana e a presenca de liquido na
superficie parecem ter papel importane na formagéo de um padréo.
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Apesar dos microorganismos poderem ser directamente examinados com o @picrodptico,
normalmente devem ser fixadoe coloridos de modo a aumentar a sua visibilidade, acentuar
caracteristicas morfolégicas especificas e predesaara estudo futuro.

Fixacao

As células coloridas vistas ao microcopio devem maggerivas 0 maiotempo possivepara que seja
possivel observar a sua estrutura interreesim, dixacdoé o processo pelo qual as estruturas internas
e externas das células e microorganismos sdo preservadas e finaglagas posi¢des originais:

1 Inactiva enzimas que pem romper a morfologia da célula e endurece as estruturas celulares
para que estas ndo se alterem durante a coloracdo e a observacao;

1 Durante o processo, um microorganismo € normalmente morto e ligado firmemente a lamina
de vidro.

Existem fundamentalmentdoistipos de fixacédo

1. Fixagéao pelo calog preserva a morfologia geral, mas néo as estruturas internas;

2. Fixacdo quimicac deve ser usada para proteger subestruturas celulares e a morfologia de
micréorganismos maiores e mais delicados. Os fixadores qudrp@netram as células e reagem
com componetes celulares, normalmente proteinas e lipidos, para os tornar inactivos, insoluveis
e ndo moveis. Misturas fixadoras comuns contém componetes como o etanol, acido acético,
cloreto de mercurio, formaldeido e glutdeido.

Corantes e coloracdo simples

Os principais tipos de corantes usados na coloracdo de microorganismos apresentam duas
caracteristicas comuns:

1. Apresentam grupos cromoforos, grupos com ligacdes duplas conjugadas que atribuem a cor ao
corante;

2. Podem igarse as ceélulas por ligacdes ionicas, covalentes ou hidrofobicas. Por exemplo, um
corante carregado positivamente liga a estruturas celulares carregadas negativamente.

Oscorantes ioniaveispodem ser dividido em duas classes gerais baseado na matui@ seu grupo
carregado:

1. Corantes basicos; azul de metileno, fucsina basica, violeta de cristal, safranina, verde
malaquito ¢ apresentam grupos carregados positivamente e sao geralmente liagdos a sais de
cloro. Ligarrse a moléculas carregadas negativaeecomo acidos nucleicos e varias proteinas.
Como as superficies das células bacterianas sdo também carregadas negativamente, os corantes
bascios sdo normalmente usados em bacteriologia;

2. Corantes acidicog; eosina, rosa de bengal e fucsina acitigossuen grupos carregados
negativamente como carboxilosQOOH) e hidroxilos fendlicosOH). Os corantes acidicos,
devido ao seu grupo carregado negativamente, -igaa estruturas celulares carregados
positivamente.

O pH pode alterar a eficiéncia da coloraglsto que a natureza e o grau da carga dos componetes
celulares alteresse com o pHAssim:
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1 Os corantes aniénicos coloram melhor sob condi¢gbes acidicas, quando as proteinas e outras
molécuas carregam uma carga positiva;
1 Os corantes bascios sdo mais efites a pHs mais altos.

Apesar das interacgbes iGnicas serem provavelmente o meio mais comum de ligacdo, os corantes
também se ligam através de ligacdes covalentes ou devido as suas caracterisitcas soluveis:

1 O DNA pode ser colorido peforocedimento de Felgen, no qual o reagente de Schidf
covalentemente ligado aos aclUcares deosoxirribose demlss tratamento com &cido
hidroclérico;

1 O preto do Sudéaocolora selectivamente lipidos pois € lipossoluvel, ndo se dissolvendo em
por¢cBes aquosas da células.

Frequeatemente, os microorganismos podem ser coloridos muito satisfactoriamentecploracao
simples na qual um Unico agente de coloracdo € usado:

1 O valor da coloracdo simples reside na sua simplicidade e facilidade de uso;

1 Baseiase na cobertura da amostraxida com o corante por um periodo de tempo especifico,
lavagem de excesso de corante com agsa@gem;

1 Corantes basicos como violeta de cristal, azul de metileno e carbolfucsina séo frequentemente
usado para determinar o tamanho, forma e arranjos daséras.
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Coloracao diferencial

Procedimentos deoloracdo diferenciadividem as bactérias em grupos separados baseado nas suas
propriedades de coloracdo. Existem dois métodos diferentes:

1. Coloracdo de Grang desenvolvida em 1884 pelo médico dinamarquésisfian Gram, é o
método de coloracdo mais usado em bacteriologia. E um procedimento de coloracéo diferencial
porque divide as bactérias em duas clasgeggram negativo e gram positivo baseado nas
propriedades da parede celular;

2. Coloracao alcocécido ¢ permite a identificacdo de bacilos alcaddido resistentescomo 0s
agentes da tuberculose e da lepra.

O procedimento daoloracdo de Grangé o seguinte:

Il Crystal violet

/ M lodine
y [] Alcohol
M Safranin
o i A
’.7 . -""." S\
0
—
[ /..\ [ /"'
(1) Appllcahon of crystal (2) Appllcatlon of €) Alcohol wash Q Apphcatlon of
violet (purple dye) iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)

1. O esfregaco € corado com o corante basico violetas de cristal, o corante primario;

2. De seguida, &ratado com uma solucéo de iodo funcionando como um mordente, isto €, o iodo
aumenta a interaccao entre a célula e o corante de modo a que a célula seja colorida mais
eficientemente;

3. O esfregaco € depois descolorido por lavagem com etanol ou acetongdsstegera o aspecto
diferencial da coloracéo de Gram:

1 Bactérias Granpositivo retém o violeta de cristal;
1 Bactérias Grammegativo perdem o violeta de cristal e ficam incolores.

4. Finalmente, o esfregagco € de novo colorido com outro corante simples bas&enti do
violeta de cristal. O mais comum € o uso de safranina, que cora as bactériasagativo de
rosa a vermelho e deixa as grgrasitivo com uma cor violeta escuro.

N\

~ ] .
> 5 . e
% \ Ko LA »
x y) 5. .. .

Clostridium perfringen&rampositivo Escherichia coramnegativo

A coloracéo alcockcidoé outro procedimento de color@p diferencial importante. Algumas espécies,
particularmente as do génendicobactérium ndo se ligam a corantes simples rapidamente e devem ser
coradas por um método mais severon@todo de ZieHNeelsen

1. O passo inicial é aquecimentodo esfregac@om uma mistwa de fucsina &sica e fenol;
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2. Assim que a fucsina Béa penetra na célula com a ajuda do calor e do fenol, as células-alcool
acido resistentes retém o corante e ndo perdem a cor rapidamente com uma lavagem com
alcoolacido e manténse vermelhas. Isto dev&eao grande conteudo lipidico da parede celular
das bactérias alcodlcido resistentes, em particular o acido micdélicawum grupo delipido
ramificados; que € responsavel pela resisténcia ao aléuntio;

3. As bactérias alcodicido ndo resistentes séo steloradas pelo alco@lcido e assim, coradas de
azul pelo corante secundario azul de metileno.

Este ultimo método € usado para identificlstycobacterium tuberculosie M. leprae,os patogénio
responsaveis pela tuberculosepela lepra, respectivamente.

it
ys“‘

| Mycobacterium leprae

Alcod-acido resistente

Coloracao de Estruturas Especificas

Vérios procedimentos de coloracdo especiais foram desenvolvidos ao longo dos anos para estudar
esttruturas bacterianas especificas com o microscopio optico. Uma das mais simpleslaragao
negativa:

1 Uma técnica queavela a presenca de capsula difusas a volta da bactérias;

1 As bactérias sdo misturadas com Indian ink ou corante de Nigrosina e espalhadas como uma
camada fina numa lamina. Depois da coloracdo, as bactérias aparecem como corpos claros no
meio do fundo azukscuro ja que as particulas de tinta e corante ndo conseguem penetrar tanto
na célula bacteriana nem na parede;

1 A extensdo da regiao clara é determinada pelo tamanho da capsula e da célula;

1 Existe uma pequena distorcdo da forma bacteriana mas a célula pedcontrastada para
melhor visibilidade.

Bactérias do génerBacilluse Clostridiumformam uma estrutura excepcionalmente resitente capaz de
sobreviver por longos periodo hum ambiente ndo favoravel. Esta estrutura dormente é designada
endosporovisto que se densenvolve dentro da célula. A morfologia e localizacdo do endosporo varia
entre espécie e normalmente a sua identificacdo tem certo valor. Os endosporos podem ser esféricos a
elipticos e menores ou maiores em didmetro que a bactéria parente. Osspadis ndo sdo corados
eficientemente pela maior parte dos corantes, mas quando corados sao fortemente resistentes a
descoloracéo. Esta propriedade € a base da maior parte dos métoadmdatacéo de esporos:

1 Nométodo de Schaeffdfulton os endosporos séinicialmente coloridos pelo aquecimento das
bacterias comverde malaquito, que € um corante muito forg@e penetra os endosporos;

1 Depois do tratamento com verde malaquito, o resto da célula é lavada do corante e colorida
com safranina;

1 Esta técnica forace um endosporo verde no interior de uma célula rosada.
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O flagelo bacteriano € um organelo fino {30 nm de didametro) semelhante com um fio que permite a
locomogédo e que sO pode ser observado directamente usando o microscopio electronico. Para
observarlo com o microscopio 6ptico, o flagelo é espessado por métodasldeacao do flagelo:

1 No método deLeifsoneste é revestidaom mordentes como tannis acid e potassium alem,
corado com pararosanilina;

1 No método de Greyeste € revestido com mordentes contannis acid e potassium alum, e
corado confucsina lasica.

Os procedimentos de coloragéao do flegelo fornece informacéo taxonomica sobre a presead@e
distribuicaodo flagelo.

o )*

Klebsiella pneumonia@oloracéo negativa  Bacillus cereu€oloracéo de esporos_

TAXONOMIA MICROBIANA

Células Procarioticas

Ascélulas procaridticasapresentam uma morfologia simples e ndo apresentam um nucelo delimitado
por uma membrana. Neste grupo estdo imcluidas todas as bactérias.

Mesmo uma examinacgdo superficial do mundo microbiano mostra que aérlzecsdo um dos mais
importantes grupos por qualquer critério:

1 NuUmero de organismos;
1 Ecologia geral,
1 Importancia, ou importancia pratica, para os humanos.

Existem dois diferentes grupos de procariotas: Bacteria e Archaea. Ambas pettsnae bactérias.
Tamanho, forma e arranjo

Sera de esperarque peguenos organismos, relativamente simples, como 0s procariotas, serao
uniformes em forma e tamanho. Apesar de ser verdade que a maior parte dos procariotas séo
semelhantes em morfologia, existe ungeande variacdo devido a diferencas gecesi e ecoldgicas.
Quanto adactérias

1 Coccusc células aproximadamente esféricaBodem existir como células individuais, mas
também associadas em arranjos caracteristicos que sdo frequentemente uteis na identificagdo
bacteriana Diplococcusurgemquandococcus se dividem egnantém juntos formando pares.
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Longas cadeias de coccus resultam quando as células se aderem depois de divisdes repetidas
num plano Divis6es em dois ou trés planos podem produzir aglomerados simétricos de coccus;

9 Bacillusc célulascom forma de bastonete. Difereconsideravelmente em tamanho. A forma
da terminacdo do bastéo varia entre espécies e pode ser achatado, arredondado, bifurcado ou
cilindrico. Apesar da maior parte dos bacillus ocorrerem sozinhos, eles podem reanterds
depois da divisao para formar pares ou cadeias;

1 Vibridesc algumas bactérias com forma de bastonete podem ser curvadas para formar virgulas
distintas;

1 Espirilosg tal como nos vibrides, algumas bactérias podem ser curvadas para formar espirais
rigidos;

1 Espiroquetas; tal como os vibrides e os espirilos, algumas bactérias podem ser curvadas para
formar espirais flexiveis;

1 Pleomorficas; algumas bactérias podem apresentar varias formas.

Em todos os casos, a forma da célula bacteriana é determinadpguelde celular.

coccus diplococci diplococci Staphylococci
encapsulated
Pneumococcus A MM“‘W
enlarged rod
Fusobacterium
e “ \
7 1 !
F S . )
1 ( ol
L ”
: ; Vibrio .
streptococci sarcina tetrad Comma'’s form
Bdellovibrio
B i
N ™ e
=y LA { S i
7 ) } Povrrree® e
el Club Rod Helical form
coccobacillus. bacillus “;& Corynebacteriaceae  Helicobacter pylori
............... i - B I A
¥ {1 § H
2 U & .
diplobacilli palisades.

Corkscrew's form
phaadAANAS e e Borrelia burgdorferi

A 1 X

Streptobacilli

B s

Budding and appendaged bact

K e O A~
{ Tl W ' |
vvrere? stalk Filamentous spirochete
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As bactérias variam emmanhotanto como em forma:

T

As mais pequenas tém cerca de 0,3 um de didmetro, aproximadamente o tamanho dos maiores
virus (0s poxvirus);

Recentemente, foram reportadas células ainda mais pequenas. Nanobactérias ou
ultramicrobactérias tém entre 0,2 um e 0,05 um de diametro. Pensavague a célula
possivelmente mais pequena podia ter entre 0,14 um e 0,2 um, mas algumas nanobactérias sdo
menores;

A Escherichia cglum bacilo com um tamanho normal, tem cerca de 111%um de largura e

2,0 a 6,0 yum de comprimento;

Algumas bactérias tornarse muito grandes. Algumas espiroquetas ocasionalmente atingem
500 um em comprimento, e algumas cianobatérias tém cerca de 7 um de digroetnesmo
didmetro dos eritrocitos;

Uma gramde bactéria vive no intestino do pekoirurgido. AEpulopiscium fishelsorpode
alcancar uma dimenséo de 600 por 80 um, um pouco menor que um hifen escrito;

Mais recentemente, foi descoberta uma bactéria ainda maior nos sedimentos do ocenao, a
Thiomargaria namibiensis;

Assim, algumas bactérias podem ser ainda maiores que a célula eucaridtica comum, visto que
uma célula animal ou vegetal tipica tem cerca de&sQQum de diametro.

Specimen Approximate diameter or
width x length

innm
Oscillatoria
Red blood cell 7000
E. coli 1,300 x 4,000
Rickettsia 475
Poxvirus 230 = 320
Influenza virus a5 [ ]
T2 E. coli bacteriophage 65 =95 8.

Tobacco mosaic virus 15 300 _—

Poliomyelitis virus 27

Organizacéo Celular Procaria

Uma variedade destruturasé encontrada nasélulas procariotas:

T

T

Membrana plasmaticag barreira selectivamentegpermeavel, fronteira mecéanica da célula,
transportador de nutrientes e de residuos, localizacdo de varios processos metabolicos
(respiracao, fotossintese), deteccao de sugestdes ambigpdags quimiotaxia,;

Vacuolo gasosq permite a flutuacdo em ambientes aquaticos;
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=A =4 =

=A =4 4 -4 -8 =4

Ribossomag 0g; sintese proteicaDiferentes dos eucariotas

Corpos de inclusdq armazenamento de carbm, fosfato e outras substancias;
Nucleoidec localizacdo do material gético (DNA);

Espaco periplasmica; contem enzimas hidroliticas e proteinas de ligacdo para uptake e
processamento de nutrientes;

Parede celulag fornece forma a bactéria e proteccao contra a lise em solucdes diluidas;
Cépsule; resisténcia a fagocitosedaréncia a superficies;

Fimbrias e pilosidades ligacao a superficies e a outras bactérias;

Flagelog movimento;

Endosporog sobrevivéncia em condies ambientais extremas;

Plasmideog anel de DNA simples que pode conter genes importantes. DNA periférico.

Cell wall
Plasma membrane

Nuclear area (nucleoid) —
containing DNA

Inclusion —————= 4 . —H—

Capsule
Cell waII
Plasma—/
membrane ,7’»’ f’je

“/ .
Fimbriae I

(a)

Nem todas as estruturas sdo encontradas em todos os génErosadicdo, as células grauositivo e as
gramnegativo diferem, particularmente no que diz respeito as suas paredes celulares. Apesar destas
variacdes, as células procarioticas sdo consistentesuastrutura fundamentale componentes mais
importantes:

T

As células procarioticas sdo quase sempre revestidas por uma parde celular quimicamente
complexa;

Dentro desta parede, e separada desta pelo espago periplasmico, enseniamembrana
plasmatca. Esta membrana pode ser invaginada para formar algumas estruturas membranares
internas simples;

Como a célula procaridtica ndo apresenta organelos internos ligados a membrana, o0 seu interior
€ morfologicamente simples;

O material genético esta localizadiuma regido especifica, o nucleoide, e ndo esta separado do
citoplasma vizinho por membranas;

Os ribossomas e corpos de inclusdo estédo espalhados pela matriz citoplasmatica;

Tanto as células grapositivo e as gramegativo podem usar flagelos para locogao;

Algumas células sao revestidas por uma capsula externa a parede.celular

Estas células sdo morfologicamente mais simples que as células eucariotas.
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Células Euaarioticas
As algas, fungos e protozoari@icariotas sdo também microorganismos e sdo exwamente
estudados. Estes organismos normalmente sdo extraordinariamente complexos:

1 Bastante interessantes e membros proeminentes dos ecossistemas;
1 Fungos e, em alguma extensao, algas sdo excepcionalmente uteis em microbiologia industrial;
1 Vérios fungo® protozoarios sdo patogénios humanos importantes.

A diferenca mais 6bvia entre células eucariotas e procariotas esta neseale membranas

1 As células eucariotas apresentam um nucleo delimitado por membranas;
1 As membranas tém um papel proeminente naresira de muitos organelos.

(@ - &)

Organelossédo estruturas intracelulares que desempenham funcdes especificas nas células, de modo
anélogo as func¢des dos orgédos no corfdéo € satisfatorio definir organelos como estruturas revestidas
por membranas pois isspa excluir componentes como ribossomas e flagelos.

Comparando células procarioticas com eucarioticas, estas ultimas sdo muito mais complexas:

1 Esta complexidade dexae ao uso de membranas internas para varios propositos;

1 A divisdo do interior da célula eariotica por membranas torna possivel a distribuicdo de
diferentes fun¢des bioquimicas e fisiologicas em compartiemntos separados de modo a que
ocorram mais facilmente de modo simultaneo e coordenado;

1 Maiores superficies membranare tornam possivel uma omaactividade respiratéria e
fotossintética porque estes processos localizsarexclusivamente em membranas;

1 O complexo membranar intracitoplasmatico funciona como um sistema de transporte para
mover materiais entre diferentes localizag6es celulares;

i Sistanas membranares abundantes sdo provavelmente necessarios nas células eucariotas
devido ao seu maior volume e necessidade de regulacdo adequada, actividade metabolica e
transporte.

Os principai®rganelos eucarioticosao:
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1 Membrana plasmatica; revestimentomecéanico da ceélula, barreira selectivamente permeavel
com sistemas de transporte, medeia interaccdes cétélala e a adeséo a superficies, secrecao;

1 Matriz citoplasmatica¢ ambiente para outros organelos, localizagcdo de varios processos
metabdlicos;

1 Microfilamentos, filamentos intermédios e microtubulog estrutura e movimentos da célula,
formam o citoesqueleto;

1 Reticulo endoplasmatica transporte de materiais, sintese de lipidos e proteinas;

1 Aparelho de Golgg empacotamento e secrec®do de materiaig@pa&arios propositos, formacao
de lisossomas;

1 Lisossomasg digestao intracelular;
1 Mitocondria ¢ producdo de energia através do uso do Ciclo de Krebs, transporte de electrdes,
fosofrilagcdo oxidativa, e outras vias;
1 Cloroplastos; fotossintese;
1 Nucleog armazenamento de informacgéo genética, centro de controlo da célula;
1 Nucléolog sintese de RNA ribossomal, construcdo de ribossomas;
1 Parede celular e peliculqgda forma a célula e protege
9 Cilios e flagela; moimento celular;
1 Vacuolo¢ armazenamento tempordo e transporte, digestdo (vacuolos de nutrientes), balango
osmatico (vacuolo contractil).
PLANT CELL ANIMAL CELL
Peroxisome Flagellum
Mitochondrion Nucleus

Golgi complex Nucleolus

Golgi complex
e ' : Cytoplasm
Vacuolew e ; Basal body
P\ (e £ X Microfilament
Lysosome

Microfilament

Chloroplast

Cytoplasm Centrosome:
. Centriole
Ribosome Pericentriolar material
Smooth endoplasmic - Ribosome
reticulum

Microtubule

Rough endoplasmic Peroxisome

reticulum
Rough endoplasmic
Plasma membrane reticulum
Cell wall Mitochondrion
Nucleolus Smooth endoplasmic
reticulum
Nucleus

~—— Plasma membrane

(a) Highly schematic diagram of a composite eukaryotic cell, half plant and half animal

Evolugcédo Microbiana e Diversidade

A vida procaribtica surgiu muito pouco depois da Terra arrefecer e muito provavelmente os primeiros
procariotas era anaerobicofs cianobactérias e a fotossintese, produtora de oxigénio, desenved/eu
provavelmente ha cerca de 2,5 a 3,0 bilides de anoc e a diversidade microbiana aumentou bastante a
partir do momento em que o oxigénio se tornou disponivel.
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Osestudos de Carl Woese dos seu colaboradores na sequenciacdo de rRNA de células procarioticas
sugeriram que os procariotas se dividiram em dois grupos distintos bastante cedo:

Green nonsulfur
o ACHAEA
Gram- .
Cnie chatae  noeii Methanosarcina
Spirochetes  positive Halobacteria
hacteria Methapo-
Proteobacteria Thermococcus bﬂ{'?.le”u”]
) Methano-
Thermoproteus ™ coccuUs Thermoplasma
Cyanobacteria Pyrodictium
Flavohacteria

Thermotoga

Aquifex

1 A arvore estd dividida em trés ramos principais representando os trés grupos primarios:
Bacterig Archaeae Eucary;
1 Os grupos archaea e bactéria divergiram primeiro, s6 depois 0s eucariotas se desenvolveram.

Estes trés grupos primarios sédo designadimsiniose encontramse abaixo dos neveis phylum e reino,
sendo que os reinos tradicionais estaotulmidos entre estes trés dominios. Os dominios diferem
bastante entre eles:

1 Eucara ¢ engloba os organismos eucarioticos com membrana lipidica costituida por diesteres
de glicerol e com rRNA eucarioticos;

1 Bacteriag contem células procariotas com rRNActaiano e lipidos membranares que sao
glicerol diacil dieteres;

1 Archaea¢ composto por procariotas que contém isoprenoide glicerol diéter ou diglicerol
tetraeter nas sua membranas e rRNA archaea.

Parece provavel que as células eucarioticas modernas aurgios eucariotas ha cerca de 1,4 bilides de
anos.

Na preparacdo de um esquema de classeificacdo, ceaa microorganismo dentro de um grupo
pequeno e homogeneo que é ele proprio um membro de grupos maiores que ndo se sobrepoem nu
arranjo hierarquico. A categoria une 0S grupos ao nivel a baixo, com bas@r@medades
compartilhadas:

1 Na taxonomia procariota, 0s niveis mais usados, em ordem ascendentespéoie, género,
familia, ordem, classefilo;

1 Grupos microbianos em cadaivel apresentam nomes com terminacdes ou sufixos
caracteristicos de cada nivel.
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Domain Bacteria

Phylum Proteobacteria

Class a-protechacteria B-protechacteria yprotechacteria d-protechacteria e-protechacteria

Order  Chromaliales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales  Vibrionales Enterobacteriales  Pasteurellales
Family Enterobacteriaceae

Genus  Enferobacter Escherichia  Klebsiella Profeus Salmonella Serratia Shigella Yersinia

Species 5. boydli S. dysenteriae S. flexnen 5. sonnef

O grupos taxonémico basico na taxonomia microbianaeépécie No entanto, a definicdo de espécie
para organismos superiores difere da usada pelos microbiologitas:

1 Espécis de organismos superiores; grupos de populacdes que se podem cruzar
reprodutivelmente isoladas de outros grupos. Esta definicdo € satisfatoria para organismos
capazes de se reproduzir sexualmente mas nao para a maior partes dos microorganismos
porque eses nao se reproduzem deste modo;

1 Espécies de procariotas coleccdo de estirpes que partilham varias propriedades estaveis e

diferem significativamente de outros grupos de estirpes.

No entanto, esta definicdo despécies procariotas muito subjectiva e @de ser interpretada de varias
formas. Assim, foram propostaegfinicbes mais precisas

1 Uma espécie (genomospécies) € uma coleccao de estirpes que apresentam G+C semelhante e
70% ou mais de segthanca, o que € julgado por experiéncia de hibridacdo de DNA;

1 Idealmente, uma espécie também deveria ser fenotipicamente distinguida de outras espécies
semelhantes.

Umaestirpe € uma populacdo de organismos que € distinguida pelo menos de uma outra populagéo
numa categoria taxondmica especifica. Consigarajue teradescendido de um Unico organismos ou

de uma cultura pura isolada. As estripes dentro de uma espécie podem diferir ligeiramente de varios
modos:

1 Biovars sdo estirpes procariotas variantes caracterizadas por diferencas fisiologicas e
bioquimicas;

1 Morfovarssao estirpes procariotas que diferem morfologicamente;

1 Serovarssao estirpes que apresentam propriedades antigénicas distintivas.

Uma etsirpes de uma espécie € designadastape tipoe é normalmente uma das primeiras estirpes a
ser estudada e mais catacizada que outras estirpes. No entanto, ndo tem de ser o membro mais
representativo.

Nomenclatura

Cada espécie é associada a um género, a categoria taxondmica acima da espépéetingé um
grupo bem definido de uma ou mais espécies que é claransagarada de outro género.
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Os microbiologistadesignam os microorganismos usandosistema binomial O nome latinizado, em
italico, consiste em duas partes:

12 parte 23 parte

1. A primeira parte, que € escrita com letgrande, € o nome genérico. Pode alterar se o
microorganismo for atribuido a outro género devido a nova inforiwag?ode ser abreviado
usando apenas a primeiralet@ @ OK SNAMOKA I [ 9 @

2. A segunda parte, que ndo é escrita com letra grande, € o cognome especifico. Este cognome é
estavel.

Classificacdo Fenética

Varios taxonomistas mantém que a classifftagmais natural é aquela comaior conteddo
informativo:

1 Uma boa clasficacdo deve remeter para a diversidade biolégica e ainda clarificar a funcéo de
uma estrutura morfoldgica.

Por exemplo, se a mobilidade e flagelos estdo sempre associados em microorganismos particulares, €
sensato supor que os flagelos estédo envolvidos pelo menos alguns tipos de mobilidgadQuando

visto desta forma, o melhor sistema de classificacdo seigtema fenético que agrupa os organismos
baseado em semelhancas mutuas das suas caracteristicas fenotipicas:

1 Apesar de estudos fenéticos poderenvelar possiveis relacdes evolucionarias, nao dependem
de analises filogenéticas;

1 Comparam varios tracos se assumirem que algumas caracteristicas sdo mais importantes
filogeneticamente que outras, isto éacos ndo ponderados sdo empregues para estimar a
semelhanca geral,

1 Deste modo, a melhor classificacdo fenética € aquela construida comparando o maior numero
de atributos possivel. Organismos que partilham varias caracteristicas formam um grupo ou taxa
comum.

Taxonomia Numérica

O desenvolvimento de compadores tornou possivelh aproximacdo numérica conhecida como
taxonomia numérica

1 Agrupamento por métodos numerico de unidade taxonOmicas em taxa com base nos seus
estados caracteristicos;

1 Informacdo acerca da propriedade do organismo é convertida numaafadequada para
analise numérica e depois comparada por computador;

1 A classificacdo resultante é baseada na semelhanca geral, depois da comparacdo de varias
caracteristicas, sendo que todas tém o mesmo peso;

1 Esta aproximacgao ndo podia ser efectuada adie@sparecimento de computadores devido ao
grande numero de calculos envolvidos.
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Os resultados da andlise taxonomica numérica sao normalmente sumariados num diagrama semelhante
a uma arvore filogenética designadendrograma

1 O diagrama normalmente € @alado com um eixo graduado em unidades de similaridade;
1 Cada ponto de ramificagéo corresponde ao valor de similaridade que relaciona os dois ramos.

Classificagdo Filogenética

Sistemas filogenéticosu de classificacao filética sédo sistemas baseados regdes evolucionarias em
vez de semelhancas gerais:

1 O termo filogenia referese ao desenvolvimento evoluciondrio das espécies;

1 Este método € complicado para procariotas e outros microorganismos, principalmente devido
falta de bons registos fésseis;

1 A compmracao directa de material genético e de produtos de genes, como RNA e proteinas,
supera varios desses problemas.

Principais Caracteristicas usadas em Taxonomia

Varias caracteristicas sdo usadas na classificacdo e identificacdo de microorganismos. €3odeazd
clareza, as caracteristicas foram divididasdnis grupos

Morfologia Proteinas

Fisiologia e Metabolismo | Conteudo do material genético (G+C
Ecologia Hibridac&o de &cidos nucleicos
Genética Sequenciagdo de acidos nucleicos

Caracteristicas Classicas

A abordagem classicda taxonomia faz uso de caracteristicas maifitas, fisioldgicas, bioquimicas,
ecoldgicas e genéticas. Estas caracteristicas foram empregues em taxonomia microbiana durante vérios
anos

Ascaracteristica norfoldgicass@o importantes na taxonomia microbiana por varias razoes:
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1 A morfologia é facil de estudar e analisar, particularmente em microorganismos eucariotas e em
procariotas mais complexos;

1 Comparacdes morfoldgicas sdo valiosas porque caracteristisastugais dependem da
expressdo de varios genes, sao geneticamente estaveis, e, pelo menos em eucariotas,
normalmente néo variam consideravelmente com alteragdes ambientais.

Assim, semelhancas morfologics® um bom indicativo de relagéo filogeneticajagias caracteristicas
morfoldgicas diferentes sdo empregues na classificagcéo e identificagdo de microorganismos:

Caracteristica Grupos microbianos
Forma celular Todos os grupos principais
Tamanho celular Todos os grupos principais
Morfologia da col6nia Todos os grupos principais
Caracteristicas ultraestruturais Todos os grupos principais
Comportamento da estripe Bactérias, alguns fungos
Cilios e flagelos Todos os grupos principais
Mecanismos de mobilidade Bactérias, espiroquetas
Forma e localizacados endosporos | Bactérias que formam endosporos
Morfologia e localizacéo dos esporos| Bactérias, algas, fungos
Inclus@es celulares Todos 0s grupos principais
Cor Todos os grupos principais

Apesar do microscopio optico ter vindo a ser uma ferratadmastante importante, o seu limite de
NEaz2ftdzen2 S RS OSNODIF RS nZu >Y3X 2 1jdzS NBRdZd |
estruturas mais pequenas. Este problema foi ultrapassado com o uso de microscoépios electrénicos de
transmissao e corrimén, que apresentam maior resolucao.

Caracteristicas fisiologicas e metabodlicado bastante Uteis porquestdo directamente relacionadas

com a natureza e actividade das enzimas e proteinas transportadoras microldtaoms. as proteinas

sdo produtos de gerse a analise destas caracteristicas fornece uma comparacéo indirecta do genoma
microbiano.As principai caracteristicas fisioldgicas e metabdlicas usadas na identificacdo e classificacao
sdo:

1 Fontes de carbono e de azoto; 1 Relacdes de oxigénio;

9 Constituintes da parede celular; 1 pH 6ptimo de crescimento;

1 Fontes de energia; 1 pigmentos fotossintéticos;

1 Tipo nutricional geral; 1 Requerimento e tol&ncia salina;

1 Temperatura éptima de crescimento; 1 Metabolitos secundarios formados;

1 Luminescéncia; 1 Sensibilidade a inibidores metabdlicos e
1 Mecanismos de conversao de energia,; a antibioticos;

1 Mobilidade; 1 InclusbBes de armazenamento.

1 Tolerancia osmdtica;

Varias propriedades s&zoldgicas na natureza visto que afectam a relacdo dos microorganismos com o
seu ambiente. Porezes, sdo taxonomicamenteliosas porque mesmo microorganismos bastante
relacionados podem diferir consideravelmente no que diz respeitaracteristicas ecoldgicaslguns
exemplos de de propriedades ecoldgicas taxonomicamente importantes sao:

1 Padrdes d ciclo de vida;
1 Natureza de relacao simbiética;
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i Habilidade de causar doengca num hospedeiro particular;
1 Preferéncias de habitat, como requerimentos de temperatura, pH, oxigénio e concentracao
osmotica.

Como a maior parte dos eucariotas sfapazes de se reproduzir sexualmente, a andlise genética tem
sido consideravelmente util na classificacdo destes organismos. Como ja mencionado, as espécies sado
definidas em termos de possibilidade de reproducdo sexud@esar dos procariotas nao se
reproduzirem sexuadamente, o estudo ttaca de genes cromossomic@draves de transformacgéo e
conjugacao é por vezes util na sua classificacao:

1 A transformag&opode ocorrer entre diferentes espécies procarioticas mas raramente entre
géneros. A demonstracdo dmanformacdo entre duas estirpes fornece evidéncia de uma
relacdo proxima visto que esta ndo pode ocorrer a n4o ser que 0S genomas seja minimamente
semelhantes. Apesar da transformacdo ser util, os seus resultados por vezes sdo dificeis de
interpretar polgue uma auséncia de transformacao pode resultar de outros factores.

1 Estudos deonjugacdctambém fornecem dados taxonomicamente uteis, particularmente com
as bactérias entéricas. Por exemplBscherichiapode sofrer conjugagdo com o0 género
Salmonellae Shgella mas ndo conProteuse Enterobacter Estas observagées encaixam com
outros dados mostrando queos primeiros trés detes género estdo mais relacionados entre eles
do que conProteuse Enterobacter.

Osplasmideossdo sem duvida importantes em taxonomiargue estdo presentes na maior parte dos
generos bacterianos, e podem conter genes que codificam traco fenotipicos:

1 Como os plasmideos podem ter efeitos significantes na classificacdo se carregarem o gene para
um trago de grande importancia no esquema digssificacdo, é melhor basear a classificagdo
em varias caracteristicas;

1 Quando a identificacdo de um grupo € baseada em poucas caracteristicas e algumas séo
codificadas por genes dos plasmideos, podem resultar erros;

1 Por exemplo, a producdo de sulfeto darogénio e a fermentacdo da lactose sdo bastante
importantes na taxonomia de bactérias entéricas, no entanto, genes para as duas caracteristicas
podem advir de plasmideos ou do cromossoma bacteriano.

Caracteristicas Moleculares

Algumas das abordagens mgioderosas na taxonomia sao feitas através do estudo de proteinas e
acidos nucleicos. Comos estes sdo tanto produtos directos de genes ou mesmo 0S genes em si, a
comparacao de proteinas e &cidos nucleicos fornece informacdo consideravel acerca da relacao
verdadeira.

As sequéncias de aminoacidos das proteinas reflectem directamente as sequéncias de mRNA e, assim,
relacionadas com as estruturas dos genes que as codificam. Assomparacdo de proteinasle
diferentes microorganismo® bastante util taxonomicamente. Existem varios modos de comparar
proteinas:
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1. A abordagem mais directa @eterminar a sequéncia de aminoacidos de proteinasm a

mesma funcdo. As sequéncias de proteinas com fung¢des dissimilares normalmente alteram a

velocicade diferentes, algumas seuéncias alteram muito rapidamente enquanto outras sdo mais

estaveis. Todavia, se as sequéncias de proteinas com a mesma funcdo forem semelhantes, os

organismos que as possuem sdo provavelmente relacionados:

1 As sequéncias de citamnos e outras proteinas tranportadoras de electrdes, histonas,

heatshock proteins, proteinas de transcricdo e traducdo e uma variedade de enzimas
metabolicas sdo usadas em estudos taxonomicos;

2. Como a sequenciacdo de proteinas € lenta e dispendiosa, utktodos indirectos de
comparacao de proteinasdo frequentemente empregues:
1 A mobilidade electroforética de proteinas € util no estudo de relacbes ao nivel das
espécies e subespécies;
1 Anticorpos séo capazes de discriminar entre proteinas muito semeliante
9 Técnicas imunolégicas sdo usadas para comparar proteinas de diferentes
microorganismos.

3. As propriedades fisicas, cinéticas e regulatorias das enzimas tém sido empeeguestudos
taxonémicos. como o comportamento enzimatico reflecte a sequéncia daoacidos, esta
abordagem é util no estudo de alguns grupos microbianos, e padrdes de regulacédo especificos
de grupos foram ja encontrados.

Os genomas microbianos podem ser directamente comparados e semelhancas tacampodem ser
estimadas de vérias forma&.técnica mais simples € a determinagdadmposi¢do basica do DNA

1 O DNA contem quatro bases purinas e pirimidinas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina
(T

1 No DNA em cadeia dupla, A emparelha conGreenparelha com C;

1 Assim, a razdo (G+C)/(A+T) conteudo G+C a percentagem de G+C no DNA reflecte a
sequéncia base e varia com altera¢gfes na sequéncia.

A composicao base do DNA pode ser determinada de varios modos. Apesar do conteudo G+C poder ser
alcarcado depois de hidrolise do DNA e analise das suas bases com HPLC, métodos fisicos séo mais
faceis e mais usados. O conteudo G+C é normalmente determinado apantieltiag temperature

(Tm) do DNA:

1 No DNA de cadeia dupla, trés pontes de hidrogél 15
juntam pares de bases GC, e duas ligacoes ligam A1 .

T Como resultado, DNA com maior conteudo de G g
tera maior numero de pontes de hidrogénio e as st
cadeias serdo separadas a temperaturas mais al
isto é, tera maior ;

1 Este processo pode ser seguic
espectofotometricamente porque a absrovancia d
luz UV a 260 nm pelo DNA aumenta durante T T
separacao; 70°C B°C T, 90°C 100°C

Relative absorbance at2
-
[3=]
|
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1 Quando uma amostra de DNA é lentamente aqucida, a abosrvancia aumenta enquanto as
ligacdes de hidrogénio sdo quebradas e atinge um plateau quando todo o DiNfha&uma
Unica cadeia;

1 O ponto central da curva crescente forneceatma medida directa do conteudo G+C.

Por outro ladodado que a densidade do DNA taémb aumenta linearmente com o conteudo G+C, a
percentagem de G+C pode ser obtida por centrifugaigBDNA num gradiente de densidade de CsCL.

O conteudo G+C de varios microorganisméis ja determinado.O conteudo em G+C do DNA dos
animais e das plantas superiores esta entre 30 e ,58Rguanto o DNA dos microorganismos
procarioticos e eucarioticos varmastante no que diz respeito ao conteudo de G+C:

O conteudo em G+C procariotico € o mais varia\Qrganism

variando entre 25 e 80%;
oo Prokaryotes
f Apesar desta variacdo, o conteudo em G+C |  Bacteria |- T
estirpes numa espécie particular é constante;  gukamotes | i |
1 Se dois organismos diferirem no conteuem G+C  Anmals | O
. P 4
em mais de cerca de 10%, os seus genor A:a”ts )
A~ . . ae =
apresentam  sequéncias  consideravelmen Fugngi __
diferentes;
o o Pocos |
f Por outro lado, ndo € seguro assumir qt AR
I 1 i 1 l
organismos com conteudo G+C bastan 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1
semelhantes também apresentam sequencias .. GC (mol %)

bases de DNA semelhantes poisaslusequéncias de bases bastante diferentes podem ser
construidas a partir das mesmas proporcoes de AT e GC;

1 Apenas se dois microorganismos forem semelhantes filogeneticamente € que o seu conteudo
G+C sugere uma relagéo.

Os dados do conteudo de G+C séo texnicamente valiosos pelo menos de dois modos:

1. Podem confirmar o esquema taxonomico desenvolvido usando outros dados. Se organismos no
mesmo taxon sdo demasiado diferentes em conteudo G+C, provavelmente esse taxon deve ser
dividido;

2. O conteido G+C parecees util na caraterizacdo de géneros procarioticos visto que a variagao

dentro de um género é normalmente inferior a 10% enquanto a diferenga entre géneros é
bastante superior.

A semelhanca entre genomas pode ser comparadas rdaectamente pelo o uso dos estudos de
hibridizacdo de acidos nucleicos:

1 Se uma mistura de DNA de cadeia simples formada pelo aqucimento de DNA de cadeia dupla é
arrefecida e mantida a temperaturas inferiores @ @m cerca de 25 °C, sequéncias com
sequécias de bases complementares reassoesgnpara formar moléculas de DNA de cadeia
dupla estaveis, enquanto cadeias ndo complementares mantém simples;

1 Como cadeias com sequéncias semelhantes, mas n&o idénticas, se associam para formar
hibridos de DNA de deia duplas menos estaveis, a incubag¢éo da mistura a cerca de 30 a 50 °C
inferior a T, permitira a formacgéo de hibridos mais diversos;
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formacé&o de hibridos apenas com cadeias quase idéntic

\.

1 A incubacéo a cerca de 10 a 15 °C abaixo,daeimite a /--““‘_ _“‘"-\

.' \
Numa ds técnicas de hibridizacdo mais sadas filtros de | e o \

) ) - ) i ) ‘ ROV
nitrocelulose com cadeias de DNA n&o radioactivas ligadas [ — ‘ Double-stranded DNA
incubadas a temperatura adequada com fragmentos de D! o f
marcados radioactivamente. Depois dos fragmentos radioacti \ I
hibridizarem com o DNA deadeia simples ligado a membran: \ /
esta é lavada para remover DNA ndo hibridizado e I
. .. L . . l Denaturation at temperature
radioactividade é medida: above T,,
1 A quantidade de radioactividade ligada filtro reflecte a A TN \
quantidade de hibridacdo e, assim, a semelhanca er / ._}Aﬁ\f\ - \
| S L \
sequéncias de DNA. BE2Pa2N Ju
. ; | ’,__} ‘\_/(_\/L/ i ‘ Single-stranded DNA
O grau de bmolgia é expresso em percentagem ¢l !
radioactividade experimenatl retida no filtro comparada com | _:’:"-wf;‘\i'*/f”“\ﬁ
percentagem da reactividade do DNA homologo sobre condic |\ j - 7 /‘) "
semelhantes \~--._ _

Renaturation at temperature

T 1

9 Duas estirpes cujos DNA mostram pelo menos 10% below T,
relacdo em condi¢cdes optimas débhdacdo e menos de "”'__—__""“'-\
5% de diferenca nalsdo consideradas membros d %\mmﬁﬁ,—-f;) .
mesma espécie. [ AN, |
' Mb{j{,..-—\ /‘\Cj, '|
Se moléculas de DNA sdo muito diferentes em sequéncia, | & A | niial base pairing
formar&o um hibrido estavel e detectavel. Assim, a hibridizagéc | - -/'(-3 .'l
DNA!DNA é usgda apen.as para o .estudo de .rmrganlsmos | IO ,-’I
relacionados. Microorganismos relacionados mais distanteme C “/
sdo comparados porhibridizacgo DNARNA usando RNA —F— —
ribossomal ou de transferéncia radioactivo: l
1 Relacdes distantes podem ser detectadas porque ge /,,_-—————-__5\
de rRNA e tRNA representam apenama pequena | \
proporgdo do DNA total do genoma e ndo evoluiram t/ o0 .
rapidamente como outros genes microbianos; |I TRy |
1 A técnica é semelhante & empregue para a hibridiza(  xoeossmsno ‘ Renatured DNA
DNADNA; \ oo |
1 DNA ligado a uma membrana é incubado com rR\
radioactivo, incubado e contado. \ - /

Apesar da utilidade da determinacdo do conteudo G+C e dos estudos de hilididacécidos
nucleicos, estruturas genomicas podem ser directamente comparadas apenaequenciacdo de
DNA e RNA

f E dada maior atencdo as sequé@scde rRNAs de 5S e 16S isolados de subunidades 50S e 30S,
respectivamente, de ribossomas procariotas;
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1 Os rRNAs sdo quase ideias para estudos da evolugcdo microbiana e de relacdo visto serem
essenciais para organelos criticos encontrados em todos os miemesmos. O seu papel
funcional € o mesmo em todos os ribossomas;

9 As suas estruturas alteram muito lentamente ao longo do tempo, presumivelmente devido ao
seu papel constante e critico;

1 Como rRNA contem sequencias varidveis e estaveis, tanto microorganistazrionados
distantemente ou proximamente podem ser comparados

1 Isto constitui uma vantagem importante pois organismos distantemente relacionados podem
ser estudados usando apenas sequéncias que alteram ligeiramente ao longo do tempo.
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ESTRUTURA, CRBSENTO E
NUTRICAO MICROBIANA

As membranas sdo um requerimento absoluto para todos os organismos vivos. As células devem
interagir de um modo selectivo com o seu ambiente, independentemente deste mseambiente

interno de um organismo multicelular ou um ambiente externo menos protegido e mais variavel. As
células ndo devem apenas ser capaz de adquirir nutrientes e eliminar desperdicios, mas também tém de
manter 0 seu interior num estado constante, alt@nte organizado, quando existem alteracdes
externas. Assim:

1 Membrana plasmaticac engloba o citofasma das células eucaribticas e procaridticas. Esta
membrana € o principal ponto de contacto com o ambiente da célula e, assim, é responséavel
pelas relagbesom o exterior.

As membranas contém tanto lipidos com proteinas, apesar das propor¢cdes exactas variarem
amplamente. Amembrana plasmatica bacterianaormalmente apresenta uma maior proporcao de
proteinas que as membranas eudditas, possivelmente porgupresentam tantas e variadasngoes,

gue nos eucariotas estdocalizadas nas membranas dwganelos.

A maior parte dodipidos associados a membranasio estruturalmente assimétricos com terminacdes
polares e apolares (anfipaticos):

1 As terminacdes polas interagem com agua e sBarofilicas
1 As terminacdes apolardsdrofébicassaoinsoluveis em agua e tendem a se associar entre si.

Esta propriedade dos lipidos permite que estes formem bicama

nas membranas, sendo que as superficies externas séofihahs . ¢
] - . o - ] anolaminef |

enquanto as terminagGes hidrofébicas sdo ocultadas no inte T ¥ Polar and hydrophilic end
longe da agua vizinha. Para além disso, a maior parte destes lif ?
.. ~ . . =
anfipaticos sdo fosfolipidos, sendo os mais abudantes ne s
|

bactérias, por ordem decrescente: L
Glycerol :
- . CH— CH,
1 Fosfatidiletanolamina ool
Fosfatiditglicerol; [———
.- . Fatty acids{ | |
FOSfaUdH'SGrlna; R R =— Long, nonpolar, hydrophobic

fatty acid chains

= =4 =

Cardiolipina.

No entanto,a membrana bacteriana ndo apresentasfatiditcolina nem esfingomielina, que sao
encontradas nas membrana eucariotas.
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As membranas bacterianas normalmente diferem das membranas eucasigi@r ndo apresentarem
esterdides como colesterol. Contudo, varias membranas bacterianas contém moléculas pentaciclicas
semelhantes com esterdides designadepandidese grandes quantidades destas moléculas estédo
presentes no NOSSo ecossistema:

7 Sintetizalos a partir dos mesmo precursores dos esteroides;
1 Como os esterodides nos eucariotas, provavelmente estabilizam a membrana bacteriana.

WMM

{a) Cholesterol (a steroid) A bacterichopanetetrol (a hopanoid)

Quando dividimos a bicamada lipidica, observsenespacos entre os lipidos, o que corresponde a
estacos ocupados pproteinas membranares. O modelo mais aceite para a existéncia desta estrutura
membranar € anodelo do mosaico fluidade S. Jonathan Singer e Garth Nicholson, distinguindo dois
tipos de proteinas embebidas na membrana:

1 Proteinas periféricag; fracamente lgadas a membrana e facilmente removiveis. Sao soluveis
em solugdes aquosas e compoem cerca d8@% do total proteico membranar;

1 Proteinas integrais¢ constituem cerca de 7#80% do total proteico membranar e ndo séo
facilmente removiveis da membrana newlveis em solugdes aquosas.

As proteinas integrais como os lipidos membranares, sdo anfipaticas, sendo que as suas regifes
hidrofébicas sao revistidas por lipidos enquanto as porc¢des hidrofilicas se projectam na superficie
membranar. Algumas destas pratas ainda atravessam toda a membrana. As proteinas integrais sao
capazes de de difundirem lateralmente para novas localizagbes, mas nao fazéap fipm rodam
através da membrana. Por vezes, existem carboidratos ligados a superficie externa dasagrotein

membranares e estes apresentam funcdes bastante importantes.

Assim, a organizagéo geralmi@mbrana bacteriana a seguinte:

Glycolipid Oligosaccharide

Integral

Integral Cag! proten
protein

Hydrophobic
o helix

Hopanoid

.....
"
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Phospholipid

Peripheral
protein
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Deste modo, a membrana celular € um sistema altamente organizado e assimétrico, que é também
fléxivel e dindmico. Apesar dasembranas aparentemente apresentarem um design basico comum,
existem varias variagcdes tanto nas suas capacidade estruturais e funcionais. Estas diferencas séo tédo
grandes e caracteristicas que a quimica membranar pode ser usada na identificacdo bacteriana.

Devido a ndo existéncia de organelos intracelulares, a membrana plasmaticas das células procariéticas
tem de ser capaz de exeroariadas funcdéegsom sucesso, entre elas:

1 Retem o citoplasma, particularmente em células sem parede celular, e separaxerior;

1 Serve como barreira permeavel selectiva, permitindo que i6es e moléculas particulares passem,
tanto para dentro como para fora da célula, e prevenindo o movimento de outras. Assim,
previne a perda de componentes essenciais e permite 0 movimentaoittiesp

1 Como vérias substancias ndo séo capazes de atravessar a membrana plasmatica sem assisténcia
a membrana paresenta transportadores que ajudam este movimento. Estes sistemas de
transporte podem ser usados para uptake de nutrientes, excrecdo de deésipsré secrecao
proteica;

f E o local de véarios processos metabolicos cruciais, como respiracdo, fotossintes, sintese de
lipidos e de constituintes da parede celular, e provavelmente de segregacao cromossomica,
participando na diviséo;

1 Contem receptores eggiais que ajudam os procariotas a detectar e responder a quimicos nas
suas vizinhancas.

As principais fungdes da membrana bacteriana e componentes que proporcionam essas funcdes podem
ser resumidas no seguinte quadro:

Funcéo Componente
Permeabilidade se&lctiva Barreira fisica, sistemas de tranporte
Respiragéo Cadeia respiratoria, ATPase
Transporte de nutrientes Sistemas de simporte e antiporte
Secregao Sistemas de secrecad
Locomogéo (quimiotaxia) Motor do flgelo, sensores
Diviséo Ligacdo do cromssoma
Sintese de parede celular FBP, bactoprenol

Assim é claro que a membrana plasmatica é essencial para a sobrevivéncia dos microorganismos.
Membranas e Lipidos das Archabacteria

Os membros das Archaeabacteria sdo extreméfilos e, assimeembranas das Archaebacteriado
uma carateristica importante destas bactérias. A membrana plasméatica destas bactériasddsere
membranas bacterianas eucarioticasgerais por apresentarem uma monocamada com moléculas
lipidicasa atravessatoda a membrana gor apresentarem cadeias de hidrocarbonetos ramificadas
ligadas a glicerol por ligacbes éter em vez de acidos gordos ligados por ligacdes ésteres:

1 Por vezes, dois grupos glicerol ligam para formar uma molécula tetraéter extremamente
longa;

1 Normalmente, as cadeias laterias diéter apresentam 20 carbonos, e as cadeias tetraéter
apresentam 40;

1 As células séo capazes de ajustar o comprimento geral dos tetraéters ciclizando as cadeias para
formar aneis pentaciclicos, e cadeias bifitanil podem conter um argjaaieis ciclopentilo.
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Archaeal membranes Bacterial membranes
Ether linkage \\ Ester linkage \
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2.3-sn-glycerol 12-sn-glycerol-~ cycloprenylation
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\
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Monolayers Bilayers
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No entanto lipidos polaresestdo também presentes nas membranas das Archaeacateria:

1 Fosfolipidos;
1 Sulfolipidos;
1 Gilicolipidos.

Mas cerca de 7 a 30% dos lipidos membranares séo apolares, e derivam normalmente do esqualeno.
Estes lipospodem ser combinados de varios modos para originar membranas com rigidez e espessura
diferente:

a) Dieteres g podem ser usados para formar membranas de bicamada regulares;
b) Tetraeteres ¢ podem ser usados para formar membrarmde monocamada mais riggla

il Yl Vb
AL gh

Como é claro, as membranas das Archaeabacteria podem conter uma mistura de diéteres, tetraeteres e
outros lipidos. Como sera esperado da sua necessidade de estabilidade, a membrana de termdfilos
extremos comoTlhermoplasmae Sulfolobussdo quase comgamente compostas por monocamadas
tetraeter.

(b)
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Sistemas Membranares Internos

Apesar do citoplasma procariético ndo conter organelos membranosos complexos como mitocondrias
ou cloroplastos, estruturas membranosas de varios tipos podem, no entanto, ser afeerva

Uma estrutura geralmente observada érmesossomaOs mesossomas sao invaginacdes da membrana
plasmatica em forma de vesiculas, tubulos ou lamelas. S&o tanto observadas em bactérias gram
positivas como gramegativas, apesar de serem mais comunspraseiras:

1 Sao normalmente encontrados perto das pared;
celulares que se formam na célula em divisac
por vezes parecem ligados ao cromosso
bacteriano;

1 Podem estar envolvidos na formacdo da pare
celular durante a divisdo ou podem ter um pap
importante na replicagdo e distribuicdo du
cromossoma das células filhas;

1 No entanto, acreditese agora que 0S mesossom:
séo artefactos gerados durante a fixacdo quimi
das bactérias por microscopia electronica. Assi
representam possivelmente partes da membaal
plasmatica que sdo quimicamente diferentes
mais atingidas pelos fixadores.

“Mesosome"

Nucleoid

Ainda, véarias bactérias apresentastemas membranres int@mos diferentes dos mesossomas

1 Invaginacdes das membranas plasmaticas podem tesaaxtensivas e complexas em bacte
fotossintéticas como as cianobactérias e as bactérias purpura ou em bactérias com um
actividade respiratéria bastante elevada como as bactérias nitrificantes;

1 Podem ser agregados de vesiculas esféricas, vesiculas espalmadas ou membranas tubulares;

1 A mincipal funcdo destes sitemas podera ser fornecer uma superficie membranar maior para
uma actividade metabdlica melhorada.
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A parede celularé a camada, normalmente rigida, que se encontra na face externa da membrana
plasmatica. E uma das partes mais importantes da célula procaridtica e apenas mycoplasmas e algumas
Archaeabatéria é que ndo a apresentam:

1 A maior parte das bactérias apresentam paredes fortes que Ihes confere forma e as protege da
lise osmotica, caracterista devida agpeptidoglicang

1 A parede celular de varios patogénios apresenta comptaseque contribuem para a sua
patogenicidade;

1 A parede celular é capaz de proteger a célula de substancias toxicas e € o local de accdo de
varios antibidticos.

Apés Chrisan Gram desenvolver a coloracdo de Gram em 1884, teseoavidente que as bactérias
podiam ser divididas em dois grupos principais com baseuaaresposta a coloracdo de Gram e a
verdadeira diferenca estrutural entre estes dois grupos toreelclara om o surgimento do micrscopio
electronico:

1 Bactérias granpositivascoram de purpura e a sua parede celular consiste numa camada unica
de 2080 nm de espessura homogeneapiptidoglicangpor fora da membrana plasmaética;

1 Bactérias grarmegativocoram de r@a ou vermelhce a sua parede celular € mais complexa
apresentando uma camada de peptidoglicano €& r2m revestida por umanembrana externa
de 7-8 nm.

The gram-positive cell wall The gram-negative cell wall

Cell
wall

sl

Peptidoglycan
Plasma membrane
Outer membrane

Peptidoglycan
Plasma membrane

/Cell wall

Periplasmic
space

Devidoa camada de peptidoglicano mais espessa, as paredes das célulapagitivo sdo mais fortes
gue as das bactérias granegativo. Todas as estrutura® rexterior da membrana plasmatica sao
designadas comanvolucro celular o que inclui a parede e estruturas como a capsula, quando
presentes.

Frequentemente, € observado um espaco entre a membrananptica e a membrana externa em
micrografias electronicade bactérias grammegativas e, por vezes, um espaco semelhante mas mais
pequeno € também observado entre a membrana plasmatica e a paredeaetérias grarpositivo,
espaco estelesignadoespaco peiplasmatica

i Evidénciagecentes indicam que o espacgo periplasmatico é preenchido por uma rede pouco
densa de peptidoglicano, sendo mais possivelmente um gel do que um espacgo preenchido por
fluido. A substancia que ocupa o espaco periplasméaticgpériplasmae células grampositivo
apresentam periplasma, mesmo nao apresentando um espaco periplasmatico 6bvio;
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1 Estimase que o tamanho do espaco periplasmatico em bactérias -gegativo varia entre -1
71 nm, indicando que pode constitui cerca de4®¥6 no volura total da célula (cerca de 3®
nm).

Quando as paredes celulares sdo destruidas cuidadosamente ou removidas sem danificar a membrana
plasmatica,proteinas periplasmaticassdo libertadas. O espaco periplasmatico loctérias gram
negativg contem:

1 Variasproteinas que participam na aquisicdo de nutrientes;

1 Enzimas hidroliticas que atacam acidos nucleicos;

1 Proteinas envolvidas no transporte de materiais para a célula;

1 Bactérias quimolitoautotroficas e desnitrificantes normalmente apresentam proteinas
transportadoras de electrdes;

1 Enzimas envolvidasa sintese de peptidoglicano;

1 Enzimas envolvidas na modificacdo de compostos téxicos.

Asbactérias grarpositivondo apresentam um espaco periplasmatico visivel e na parecem apresentar
tantas proteinas periplasmiétas. Em vez disso, elas secretam varias enzimas que seriam
periplasmaticas em bactérias gramgativo. Tais enzimas secretadas sao normalmente designadas
exoenzimas.Algumas enzimas podem também ficar retidas no espaco periplasmatico e ligadas a
membranaplasmatica.

Assim, € importante estudar a parede celular bacteriana porque:

f E componente unico dos procariotas;

f E alvo de mecanismos de defesa inata dos vertebrados;
f E alvo de antibi6ticos;

9 Permite distinguir graspositivos de granmegativos.

Paredes Celares GramPositivo

Normalmente, aparece celular espessa e homogénea das bactérias gpasitivasé principalmente
composta por peptidoglicano, que normalmentantem uma ponte intespeptidica.

Contudo, as paredes celulares das células gre™
positivo tambén contém grandes quantidades d
acidos teicoicos polimeros de glicerol ou ribitol
ligados por grupos fosfato:

Lipoteichoic acid Teichoic acid

Peptidoglycan

1 Aminoacidos como flanina ou acucares
como glucose estdo ligados aos grup
glicerol e ribitol;

1 Os acidos teicOicosestdo ligados aoPeriplasmic
peptidogli@no por uma ligagéo covalent(
o2y 2 KARNBEAE 2N-
acetiimuranico ou aos lipidos d:
membrana plasmatica. No ultimo cas

designamseacidos lipoteicoicgs

Plasma
membrane
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1 Os acidos teicoicos extendese até a superficie do peptidoglicano e, devido a sua carga
negativa, ajudam a fornecer a parede celular grpositiva a sua carga negativa,

1 A funcdo destas moléculas é ainda desconhecida, mas devem ser importantes na manutencao
da estrutura da parede;

1 Os acidos teicbicos ndo se encontram nas bactérias-gegyativo.

o~ H H H O~ H H H o~ H H H
| [ \ [ \ [
HO—P—O—H,C—C—C—C—CH,O—P—O0—HC—C—C—C—CH, —O+P—0—H,C —C— C—C—CH,;OH
Il [ | [ [I [
[o] o O o (o] o 0 O (0] o o0 o
(. [
‘_‘(_J
Glucose  H—or p-Alanine Glucose  H—or p-Alanine
- H OH CH; _ly
Ribitol teichoic acid from Bacillus subtilis
(a) (b) (c)
—/0—(:H9 /O_(:Hg _~0—CH,
- o (l'H C”) ; p-Alanine o (l‘H (ljl) @ o (l‘H
_— - |‘ . J - - |‘ ) i - ucose |‘
H,C—07 | H,C—0" | —O0—CH
o~ o~ H- or p-Alanine | 0]
—O0—CH -
I o
H.C—0O" |

Paredes Celulares GraiMegativo

As paredes celulares gramegativo sdo muito mais complexas que as paredes gpasitivo. A fina
camada de peptidoglicano proxima da membrana plasmatica ndo constitui maid @ So total da
parede. Por exemplo, erik. cdi tem cerca de 2 nm de espessura e contem apenas uma ou duas
camadas de peptidoglicano. Depois, a membrana externa enceatrao exterior da fina camada de
peptidoglicano:

j'.\:j.l‘.";]" Porin | /{ (o

||
L | | l\ ‘ II .‘|‘ | {

AV

| O-specific | [ l " /

1| side chains | /

a [

Lipopolysaccharide

Quter
membrane

Periplasmic
space and
peptidoglycan

Plasma
membrane

Phospholipid Peptidoglycan

Integral protein

A proteina membranar mais abundante é lipgoproteina de Braun uma pequena lipapteina
covalentemente ligada ao peptidoglicano que secantra subjacente e embebida na membrana
externa pela sua terminacdo hiddifica, estabilizando a membrana exterdamembrana externa e o
peptidoglicano estdo tdo firmemente ligados a esta lipopireque podem ser isolados como uma
unidade.
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Outra estrutura que fortalece a parede gramgativa e mantem a membrana externa no seu local é o
sitio de adesao

1 A membrana externa e a membrana plasmatica parecem estar em contacto directo em varios
locais dgparede gramnegativa

1 Os sitios de adesao podem tanto ser locais de contacto directo ou possivelmente locais de fuséo
de membranas;

1 Pensase que algumas substancias sejam capazes de se mover para dentro da célula através
destas locais de adesdo em vezvidgarem através do periplasma.

Os constituentes menos usuais da membrana externa Sa0 [Tipolhssccharae
lipopolissacarideos (LPSsEstas grandes e complexas molécu O
contém lipidos e carboidratos e consistem em trés partes c
estrutura € a seguinte, com base no geesabe sobr&almonella

1. Lipido Ac contem dois derivados acucar glucosamina, ce
com trés acidos gordos e fosfatos ou pirofosfatos ligad
Esta encaixado na membrana externa e a restante molé | Mannos
LPS projectae da superficie; [ e

2. Polissacarideo centrat esta ligado ao lipido A. Construid
por 10 acucares, a maior parte deles com uma estrutura i
usual, B-Cailacise

3. Cadeia lateral Oou antigénio O ¢ é uma cadeia
polissacaridea que se extende do polissacarideo central.
varios acuUcares peculiares e varia em congdas entre
estirpes bacterianas. Apesar do antigénio O ser reconhe
por anticorpos do hospedeiro, as bactérias graegativo
podem contrariar as defesas do hospedeiro por alterag
rapida da natureza das suas cadeias laterais O, 0 que imj
a deteccao.A interaccdo de anticorpow com LPS antes
parede celular ser alcancada também protege a pare
celular de ataque directo.

Core olipn-

Aimportancia do LP8evese a varias razoes

1 Permite a esisténciaa defesa do hospedeirdevido a facil
alteracdo do antigénio O

1 Como o polissacarideo apresentagucares e fosfatos
carregados, o LPS contirbui para a carga negativa
superficie bacteriana;

1 O lipido A é um constituinte principal da membrana exter
e 0 LPS ajuda a estabilizar esta membrana;

1 O lipido A € muito toxm, assim, o LPS é capaz de actt
como endotoxina e causa alguns dos sintomas que surf
nas infeccdes por bactérias gramgativas

Lipopalvacchariles

(haer eell wall
Pepaidoglycan

Phsmiz
membrane
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Afuncdo mais importante da membranexternaé servir como uma barreira protectora. Ela previne ou
atrasa a entrada de & biliares, antibioticos e outras substancias téxicas que poderiam matar ou
danificar as baétrias e previne a perda de constituintes como enzimas periplasmaileate modo, a
membrana externaé mais permeavel que a membrana plagima maspermite a pasagem de

pequenas moléculas como glucose e outros monossacarideos. Isteseexepresenca d@orinas
especiais:

1 Trés moléculas de porina agrupa® e dvidem a membrana para formar uganal estreito
através do qual moléculas menores que €@ daltons coseguem passar;

1 Moléculas maiores como vitamina.Rlevem ser transportadas através da membrana externa
por carregadores especificos.

~ Lipopolysaccharide

} Phospholipid

Braun’s
lipoprotein

Peptidoglycan
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Mecanismo de Coloracdo de Gram

Apesar de varias explicacdes serem atribuidas aos resultados

reaccdes de coloracdoedGram, parece provavel que as diferen¢ /
entre bactérias graamegativo e granpositivo se devem a naturezi -

fisica das suas paredes celulares:

T

T

S a parede celular for removida a bactérias gijamsitivo
estas tornamse gramnegativo;

O peptidoglicano poriso6 nao é colorido, em vez disso pare
actuar como uma barreira que previne a perda de violeta
cristal.

Assim, aexplicagcdo do procedimento da coloragdo Gramé o
seguinte:

T

T

As bactérias sdo primeiro coradas com violeta de criste
depois tratadas conodo para promover a fixacdo do corante
Quando bactériagram-positivosao descoradas com etanol,
alcool contrai os poros do espesso peptidoglicano, pelo qu
complexo iodecorante € retido durante o curto passo d
descoloracéo e as bactérias mant&epurpura;

Em contraste, o peptidoglicangram-negativo € muito fino,
ndo tanto crosdinked e apresenta poros maiores. |
tratamento com alcool também extrai lipidos suficientes pe
gue a parede gramegativa aumente a sua porosidade
Assim, o alcool leva remocao do complexo violeta de crista
iodo purpura das bactérias granegativo.

>
\

V &

2
i fj .
[ 4

Microbiologia geral

Crystal violet for 30 seconds
Water rinse for 2 seconds

Gram's iodina for 1 minuta
Water rinse

Wash with 95% ethanol or acetone for
10-30 seconds
Water rinse

Safranin for 30-60 seconds
Water rinse and blot

S

Assim, asactérias grarrpositivoapresentam uma cor purpura enquanto bactérias granmegativo
tém de sofrer um segundo passo de coloracdo no procedimemimrmalmente con safranina,que
confere uma cor rosapara poderem serem visiveis:

¥ b 3

i

Clostridium perfringen&rampositivo Escherichia cobrantnegativo

Parede CelulaAlcootAcido Resistente

As Mycobacteriassao classificadas como bactérias gfpositivo, mas apresentam caracteristicas de
organismos granpositivo e de gem-negativo:

T

Mycobactérias patogénias incluem o0s organismos que causam tuberculoserae depéo
parasitas intracelulares, replicando em fagossomas modificados dos macréfgos;

Nesta localizaca@stas bactérias previnem a formacéo de fagolisossomas e iraBaespostas
dos macrofagos a infecgdo, como apoptose e secrecdo de citocinas inflamatorias.
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Estas bactérias sdo muito resistentes e ndo sédo coloridas pelos métodos convencionais de coloracao,
como a coloracdo de Gram, necessitando de um método especighal o corante é forcado a entrar,

0 método de coloracdo &lcodkida Pelomenos algum destesucesss estdoligada as propriedades
fisico-quimicas ndo usuais da superfice mycobacteriana:

Capsule-like
material

Inter-
calated

Mycolic lipids {

acid layer Lipoarabinomannan

Mannose

Arabinan

Arabino-
galactan

COC00Q OC

Galactan {

Peptidoglycan

BRBRAREDD B BRBARS

g?el:nbrane{ zgc é ¢

EMurNAC/Ge @Man [ Ara Protein Phosphatigylinositol
anchor
B GIcNAC OGal; @ L-Rhamnose

1 A bactéria estd inclusa numa membrana plasmatica tipica, guensontra abaixo de uma
camada de peptidoglicano rigida;

1 Um numero de proteinas € encontrada em associagdo com o peptidoglicano e entre a
membrana e o peptidoglicano, sendo algumas destas imunogénicas;

1 O peptidoglicano encontrae ligado via ligagdes fasfiéster aarabinogalactano um polimero
de arabinose e galactose

f  Acidos micélicogyrande acidos gordos ramificadosy(& Go), normalmente encontrados como
misturas de homdlogos, encontrage ligados a porcao distal de arabinogalactaD@omplexo
de peptidoglicano, arabinogalactano e micolatos esta também associado com o esqueleto da
parede celular

1 Outro grupo de componentes importantes da parede celular sdo os trehdsalfatos, que
sdo importantes para a viruléncia, ja que as estripes maiextag deM. tuberculosigormam
sulfolipidos fortemente acidicos que estardo envolvidos na inactivagdo dos fagossomas dos
macrofagos.

Osacidos micolicossdo acidos gordos-hidroxi com uma longa cadeia lateradalkyl. Existem como
séries de acidos gorddé®mologos diferindo em 28 unidades de massa atomicas dyletuberculosis
sdo caracterizados como acidos gordes@; bastante hidrofébicos com cadeias laterhisle G-Ga.
Existem trés classes distintas de acidos micélicoMetaberculosis
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f  Acidoh-micdlico¢ é a forma mais abundante (>70%) e é um &cido geisiocigdiciclopropil.
existem duas variacdes deste acido micolico, dependendo da fonte;
f  Acido metdximicolico;
f  Acido cetemicélico.

A presenca deste 4cidos micdlicos permite que as mycéhbastsejam alcoaksistentes corando pelo
meétodo da coloracédo alcodicido.

distal proximal OH
a-mycolic acid So
OH
Y
\\o i
cis
th OH
mycolic acid s
OCHy trans

Outro componente da parede celular dé tuberculosi€ o lipoarabinomanano (LAM)que, quando
ancorado & membrana plasmética micobacteriana, se extende até a superfioierirado como uma

mistura de lipopolissacarideos fosforilados de alto peso molecular contendo manose e araliose
acidos gordos, tipicamente palmitato e tuberculostearato, ocorrem na forma de diacilglicerol, ligados
aos polissacarideos ramificados quent&n arabinose e manose via fosfatidilinositol. A terminacao
arabinose da LAM de algumas estripes de mycobactéria € encapsulada por mais alguns residuos
adicionais de manose, enquanto noutras pode ser por inositois fosfato adicionais. Esta diferenca no
encapsulamento pode levar a diferentes respostas patogénias.

Estas paredes apresentam também o0s componentes normais observados nas paredes celulares das
bactérias, que em conjunto com estes componentes ndo usuais conferem um grau especial a
mycobactérias. Ag®, a funcbes dosprincipais componentesda parede celular das Mycobactérias

séo:

1 Opeptidoglicangrevine a lise osmotica,

1 Osécidos micdlicos outros glicolipidos também impedem a entrada de quimicos fazendo com
gue 0S organismos crescam devagar e reejmais resistentes a agentes quimicos e
componentes lisossomais dos fagocitos do que as bactérias;

1 Existem poucaporinasna comparado com a parede das células gpasitivas e 0s poros sao
muito mais longos. Isto contribui significativamente para a mgemmeabilidade ao alcoel
acido destas bactérias;

1 A proteinas de superficiaesta parede celular, dependendo da estripe e da espécie, podem
funcionar como enzimas ou como moléculas de adesao;

1 Operiplasmacontem enzimas para quebra de nutrientes.
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Estrutura e Sintese de Peptidoglicano

O peptigoglicano € um polimeroramificado enorme composto por varias subunidades idénticas,
conterdo:

1 Dois derivados de acguUcards;acetilglucosamina e acidg-acetilmuranico (o éter lactico ds-
acetilglucosamina);

1 Varios amoacidos diferentes, trés dos quaisacido Dglutamico, Balanina e acidanesc
diaminopimélico¢ ndo sdo encontrados em proteinas. A presenca emrihoacidos protege
contra o ataque de varias peptidases.

Aestrutura da subunidade de peptidoglica € a seguinte:

1 O esqueleto deste polimero é compostmor residuos deN-acetilglucosamina e aciddl-
acetilmuranicdigados alternadamente por uma ligagda m I 0 T

1 Uma cadeia peptidica de quatro aminoacide LD alternados esta ligada ao grupo carlilox
do acidoN-acetilmuranico;

1 Muitas bactérias substituem outro diaminoacido, normalmemdesina, na terceira posi¢ao por
acidomesadiaminopimélico.

NAM NAG COOH COOH
CH I

]

CH,OH H NH—G=0 O

H |_0 H s T
O
H \|— OH H GH, CH,
—0 H H H 0— | |
|/ 0 CH CH

/ I -

/ H NH—(I3:O CH,OH &, HN_ & H
i CH: b1 actic acid s cloo
HC—CH—(|3=C- - H
NH (a) (b)
|
CH,—C—H L-Alaning
|
c=0 ..
| a) Llisina

NH < .
H—J}—CH,—CH;—C:(J D-Glutamic acid b) Acido muanico
r|:00H

NH

|
H—C —(CH,), — CH — COOH } meso-Diaminopimelic
| | acid

C=0 NH
"
H— (|} — GH, 2 D-Alanine
(:3:0-
.

May be connected to the peptide
interbridge or to the diaminopimelic
acid in another tetrapeptide chain

Cadeias de subunidades de peptidoglicano ligadas sdo juntagrpsslinks entre os péptidos
Normalmente, o grupo carboxilo dadbanina terminal é ligado directamente ao grupo amino do acido

diaminopimélico, mas também pode ser usada ymoate peptidica Esta diferente ligacéo é observada
entre bactérias granpositivas e grammegativas:

1 Bactérias granpositivas ¢ 0os péptidos sao ligados por uma ponte peptidica consttyidr
cinco residuos de glicina, que se liga ao residamino da lisina e ao residuo carboxalanina;

1 Bactérias granrmegativo¢ o grupo’l-amino da lisina do péptido esta ligado @OOH de uma
D-alanina de um tetrapéptido adjacente, o que forma uma ligacdo amida directa.
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(8] . .
I Gram-negative
C

D-Ala

| H\ (”) (ll)g Gram-
(b) | . . 1 positive
C 7(.H;7.\%(.
| £ T OH's

7 D-Ala

(b) Gram-negative cell wall

99
I

9
\

\

1-Ala -—O _O O
p-Glu
lys Qe VTTT—
p-Ala - B
Direct
cross-link

Este crosdink resulta num enane saculo de paptidoglicano que € de facto uma rede bastante densa e
interligada. Estes saculos ja foram isolados de bactérias-poaitiva e sao fortes o suficiente para
reter a sua forma e integridade, ainda sendo elasticos e deformaveis, ao contsddeldose. Para
além disso, esta estrutuBpaosa, 0 que permite a penetracdo de varias moléculas.

Os passos deiossintese do peptidoglicanem bactérias grarmegativas sao 0s seguintes:

1. A biossintese iniciae com a formacdo de UENAM pela condensagé de fosfoenolpiruvato
(PEP) com UDBBIcNAC e subsequente reducao. A adicdo sequencialatinina, Bglutamato,
acido mesoediaminopimélico e Ealanina resulta na formacdo de UDIRAM-pentapeptido. A
adicdo de de cada aminoacido requer uma ligase de amidosidependente de ATP e a adicao
dos dois aminoacidos terminais -flaninaD-alanina) como uma unidade dipeptidicam
origem numa Ealanina e numa -klanina Todas estas reacgdes sao catalizadas por enzimas
citoplasmaticas;
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2. Uma translocase de membranahsfere oNAM-pentapeptido para bactoprenol fosfato na face
interna da membrana interna. O produto final, designéigmo | contem uma ligacao fosfato;

3. Uma transferase na mesma face da membrana interna transfere dbkaigtilglucosamina de
UDRGIcNAcpara o bactoprenolPRNAM-pentapéptido. Este péptido dissacarideo ligado a
lipidos € designado muropéptido dipido lle representa a subunidade basica para a montagem
de peptidoglicano;

4. O lipido undecaprenol actua de um modo pouco conhecido para movéungiade
muropeptido através da membrana interna. Alguns genes que afectam a sintese de parede
celular foram identificados, possivelmente regulando esta reaccao de flip;

5. Quando reorientado na face periplasmatica da membrana plasmatica, o muripéptido €&
transferido em bloco para o peptidoglicano existente numa reaccgéo de transglicosilagéo;

6. O bactoprencoPPP sofre clivagem de um grupo fosfato, que o torna disponivel para outra ronda
de transferéncia e volta a face interna da membrana interna.

Cytoplasm UDP — NAM

r L-Ala

o -Glu
° Cycloserine
L-Lys (DAP) /

p-Ala— p-Ala

UDP — NAM pentapeptide Pentapeptide ~ UDP—NAG Pen'tapeptide

I
P P o YW P) (P—NAM QUDP P) (P)—NAM— NAG

Bactoprenol Bactoprenol Bactoprenol
L T
T[]

‘ O Membrane

Bactoprenol

==y

Bactoprenol

Exterior ®  Ppeptidoglycan — NAM—NA Peptidoglycan D@~ N‘l‘M —NAG

Pentapeptide
Pentapeptide
Vancomycin

Dois mecanismo®ram propostos para mtroducdo de subunidadeso peptidoglicano existente:

f / NBaOAYSyi(2 I LI NI AN RI 0 S NI A yOH oetfo 2 residu® NR dzii 2 NJ
acetilglucosamina n&cedutora ataca a ligacdo-RAM de uma cadeia de peptidoglicano
nascente desloagado undecapreniPP;

1 Crescimento apartir da terminacdo ndo redutora, onde a terminagdo na redutbra
acetilglucosamina do peptidoglicano nascente ataca a ligagd@N? numa subunidade, de
novo com libertacdo de undecaprefiP.

O mecanismo que controla @mprimento da cadeia é desconhecido. A libertacdo final de uma nova
cadeia de peptidoglicano esta acoplada a formacdo deadi®ro-NAM na terminagdo redutora da
cadeia. A libertacdo é seguida p&damacao dos crostinks, na qual a clivagem dadaninaterminal

resulta na transferéncia do grupo carboxilo libertado do novo residataBina terminal para o grupo
amino da cadeia vizinha. Assim, a estrutura final contem ligacdes entre tetrapéptidos localizados em
todas as subunidades.
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E. coli transpeptidation Gramnegative

*** NAG — NAM °¢°* p-Ala *** NAG — NAM *°* D-Ala
| | | |
L-II\Ia D-IAIa L-Ii\la D-Il\la
D-(';Iu HN— DII\P /«\' D-(Iilu DII\P
(=)
B ‘/ & i > R /'*?lu
D-Ala L-lela D-Ala L-ll\la
|
p-Ala *** NAG — NAM °°* *** NAG — NAM °**
Penicillins

S. aureus transpeptidation Gram-positive

*=*NAG — NAM *** p-Ala ¢ NAG — NAM *** p-Ala
L-I:\la D—A:\Ia Aol L-l:\la D—/:\Ia
o.GerH, L-ll.ys — D-GIrNH, L-Llys
L-Lys e D¢GI;.| NH, L~l|.ys @Gly). D-Gerﬂz
p-Ala  HNTEW, A p-Ala L-Ala
D./Im - LAM *=*NAG — NAM ***

Assim, a sinteseedpeptidoglicano é constituida por trés fases:

1. Montagem de percursores no citoplasma;
2. Transporte através da membrana interna;
3. Polimerizacéo.

As reaccles biossintéticas envolvidas na sintese de peptidoglicano representam alvos atractivos e
efectivos parantibiéticos:

1 Tanto bactérias grarpositivas como gramegativas contém proteinas de ligacdo a penicilina
gue participam nas reacc¢des de transglicosilacdo e transpeptidacdeenisilina e outros
antibiéticosi -lactamligam essas proteinas e inibem a sintese de peptidoglicano;

1 O antibiético vancomicinainibe um passo diferene na sintese por se ligar ao dipéptido D
alaninaD-alanina no muropéptido bloqueando a polimerizag@dgumas bactérias resistentes
contém uma ligase alterada que geradaninaD-lactato em vez de falaninaD-alanina e,
assim, resistem a ac¢do da vancomicina,

1 Abacitracinabloqueia a desfosforilacao e reciclagem do bactoprenol pirofosfato;

1 A cicloserinainibe a alanina racemase e aalanitD-alanina sintetase devido a semelhanca
estrutural da cicloserina e dad@anina e devido ao facto da cicloserina de ligar a estas enzimas
com maior afinidaderelativamente a Ealanina.

Por outro lado, existem tambéimdrolases do peptidoglicangue quebam esta rede:

1 Alisossimacliva o peptidoglicano entre os dissacarideos NAM e NAG. No laboratério, é usada
para preparar fracgdes subcelulares a partir de bactérias. No contexto da infecgdo microbiana, o
complemento do hospedeiro prefura a membrana exterda proteinas grammegativo
permitindo que as lisozzimas secretadas por leucocitos penetrem e destruam a camada de
peptidoglicano, ocorrendo mecanismo semelhante nas gpasitivo. Assim, a lisossima tem
um papel importante na imunidade inata;
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1 Asautolisinas como as glicosidaseamidases muramidases e endopeptisaseguebramas
ligacdes entre NAM e NAG e permitem a insercdo de novas subunidades de peptidoglicano;

9 Lisinas dos bacteriofagos sao lisinas que os bacteriofagos possuem e que facilitam adentra
do virus nas bactérias por degradacéo do peptidoglicano.

Esquematicamente, a accdo de diferentes autolisinas no peptidoglicano € a seguinte, usando como
modeloB. subtilis

Gl inid Muramid:

=— NacGlc —=NacMur— NacGlc=— NacMur—NacGlc—
_pl
Amidase L-ala

|
L-ala |
|
D-glu D';bhdopepﬂdases
? }
DAP DAP —L-?Ia
L-Iala L-ala DAP
|
D-glu
L-ala

NacMur — NacGlc —NacMur— NacGlc— NacMur—
Parede Celular &orma Bacteriana

Tendo em conta a fun¢céo béasica da paredeleet manter a forma e integridade celulgré claro que
alteracdes na mesma afectardo a morfologia celWlacélula bacteriana tera, assim, dentrolar a sua
forma direccionando a localizacdo de sintese de nova parede durante o crescimento celular ou
remodelando o peptidoglicano independentemente do crescimento. Por exemplo:

1 E. Colie B. subtilispreferencialmente sintetizam novo peptidoglicano ao longo das paredes
laterais enquanto crescem para manter a forma de bastonete;

1 A composicdo do peptidoglicarde Helicobacter pylorltera quando as células mudam de uma
morfologia de bastonete curvado para uma morfologia coccoide.

Assim, pelo menos alguns determinantes morfogénicos foram previstos como factores celulares que
governam a sintese ou remodelacae thaterial da parede. A importancia de proteinas de ligacéo a
penicilina na morfologia celular € consistente com esta ideia, visto que estas enzimas catalizam as
reaccoes sintéticas que sdo necessarias para o crescimento e remodelacao do peptidoglicano.

E plausivel que a sintese selectiva de nova parede em localizagdes particulares contribua para a
morfologia celular enquanto a célula cresce e divide. Assim, o conhecimeltoali@acédo e natureza

de regides especificas de sintegeimportante para percelrea morfogénese. Actualmente, existem

trés estratégias importantes para a diferenciacéo entre peptidoglicanexistentes e novo. Contudo,

é dificil resolver areas de sintese novas com precisdo e 0s processos que governam a localizacao da
sintese continam desconhecidas:

1 EmE colie B. subtilisos polos das células sdo sujeitos a muita menor taxa de sintese-e turn
over em relacdo as paredes laterais e aos locais de diviséo;

1 EmS. Aureug espéciestreptococcussféricas a sintese nova ocorre principa¢nte nos locais
de divisao.
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a Division b Elongation

&

Division

Staphylococcus aureus @Q

Bacillus subtilis, Escherichia coli

A insercdo de peptidoglicano novo dmn colie B. subtilisparece ser distribuida ao longo de trechos e
bandas circunferenciais ao longo da parede celular, num padrdo indicativo de uma hélice. Estes
parecem seristemas de guiai para sintese directa de peptidoglicano em localiza¢des particulares.

A monitorizacdo da insercdo e destino do peptidoglicano enquanto as células crescem e dividem levou
ao conceito depeptidoglicano inerte peptidoglicano que nédo sofre @@mento ou turrover, ou o faz
a uma taxa altamente reduzida:

1 Em espécies comB. subtilise E. coli surgiu a hipétese do peptidoglicano inerte nos polos das
células funcionar como um suporte rigido da morfologia celular global;

1 Nesta hip6tese, um movinmto errado de um trecho de peptidoglicano inerte podera funcionar
como um polo ectopico, causando ramidifcacdo celular;

1 Esta predicdo é suportada pela associacdo de anormalidades morfologicas com a deposicéo de
peptidoglicano inerte em locais de elongagioparede celular.

As células eucariotas contém trés sistemas principais de citoesqueleto, que ajudam na manutencao da
forma e integridade celular, e participam também em varias fungfes celulares, incluindo mobilidade,
segregacao cromossoémica, transduc&osihal e citocinese. Durante varios anos, acredise/gue as
bactérias ndo continham elementos de citoesqueleto e que eram moldadas paxaesqueletoa

parede celular. Contudo, homodlogos de todos os trés elementos de citoesqueleto eucariotas foram ja
encontrados em bactérias:

FtsZ

a Staphylococcus aureus b Escherichia coli ¢ Caulobacter crescentus

De modo a queestruturas de citoesqueletocomo FtsZ, MreB, Mbl e crescentina influenciem a
montagem do peptidoglicano da parede celular e, assum, a forma celular geral, uma ponte molecular
deve ligar o citoesqueleto e o peptigicano. Tal ligagdo pode sre fornecida por proteinas
membranares e associadas & membrana que sdo capazes de transmitir informac¢des de forma através da
membrana citoplasmatica. Este grupo de determinantes de forma podem incluir proteinas de ligacdo a
penidlina e outras proteinas que sdo necessarias para a manutencao da forma.

A forma da parede celular e forma de divisdo influenciam o modo como as bactérias se associam,
podendo haver:

91 Diplobacilosg bacilos (forma de bastonete) dividese em dois e ficamgilados em pares;

i Estreptobacilosg sempre que se dividem, os bacilos ficam ligados pelos polos, formando uma
espécie de corda;

1 Palissadag sempre que se dividem, os bacilos ficam lado a lado;
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Diplococos e estreptococoscoccos que apenas apresentam umnalale divisdo. Os primeiros

formam pares e os segundos ficam ligados em forma de corda;

guadrados;

cubos ou aglomerados, respectivamente.

diplococci Staphylococci
encapsulated

Pneumococcus

coccus diplococci

streptococci sarcina tetrad

Parede Celulae Proteccdo Osmotica

Tétradasg coccos que apresnetam dois planos de divisdo formando estruturas semelhantes a

Sarcinae estafilococog; apresentam trés planos de diviséo, forndanestruturas semelhantes a

{ <

bacillus NN e

coccobacillus.

diplobacill " palisades.

Streptobacilli

A parede celular normalmente é necessaria para proteger a bactéria contra a destruicdo pela presséao
osmatica.Durante aosmose a agua mowse atrarés de membranas selectivamente permeaveis como

a membrana plasmatica a partir de solucdes diluidas (maior concentracdo de agua) para as solucdes
mais concentradas (menor concentracaoaipia). Dependendo do habitat:

il

Habitat hipotonico- Os solutos sdo mia mais concentrados no citoplasma bacteriano do que

nos habitats microbianos. Assimagua entra nas bactérias e a pressao osmotica pode alcancar
20 atm. A membrana plasmatica ndo é capaz de suportar tais pressdes e a célula ira inchar e ser
fisicamenterompida e destruida, um processo designadolide A presenca de parede nao
permite que a célula incha e protege a célula;

Habitat hiperténico- Os solutos sdo mais concentrados em habitats hipertonicos relativamente

a célula. Assim, a agua flui paraxderior, um fendmeno conhecido conptasmdlises bastante
util na preservacdo dos alimentos porque muitos microorganismos ndo sdo capazes de
sobreviver em alimentos desidratados e em geleias pois ndo conseguem-mpedi
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cell and may cause the cell to burst
if the wall is weak or damaged
(osmotic lysis)

(e) Hypertonic (hyperosmotic)
solution—

water moves out of the cell,
causing its cytoplasm to shrink
(plasmolysis)
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A importancia da parede elular na proteccdo da bactéria contra a lise osmotica é demonstrada pelo
tratamento com lisossima ou penicilia:

1 Se bactérias sdo incubadas com penicilina numa solucao isotdnica, bactérigsogiivas sdo
convertidas aprotoplastosque continuam a crege normalmente quando a isotonicidade é
mantida, apesar de ndo apresentarem completamente parede celgiulas grarmegativas
rettm a sua membrana externa apés o tratamento com penicilina e sdo classificadas como
esferoplastoporque ainda retém algumparede celular;

1 Os protoplastos e os esferoplastos sdo osmoticamente sensiveis. Se forem transferidos para
uma solucéo diluida, eles lisam devido ao influxo de 4gua descontrolado.

Penicillin inhibition of i
wall synthesis. Incubation — Transfer to — Swelling due - /
in medium with sucrose. / \.I dilute medium. / \I to H,0 influx / \-.I Lysis / ,-/
= | / |. / \ | — / [
k/ \ \ . | II
ﬁ N4 \_ )

Protoplast

H,0

Assim, o mecanismo de morte bacteriana mediada por agentes que impedaniege de parede
celular esté subjacente a lise celular.

Apesar da maior parte das bactéria necessitarem de uma parede celular intacta para sobreviverem,
algumas nédo apresentam nenhuma. Um exemplo sdoyaoplasmas

1 Nao apresentam parede celular e sGammgicamente sensiveis e resistentes a penicilina mas
conseguem viver em meios diluidos ou ambientes terrestres porque as suas membranas sdo
mais fortes do que o normal

1 A razdo precisa para este facto ndo € conhecida apesar da presenca de esterdides nas
membranas de varias espécies poder fornecer uma for¢a adigional

1 Sem uma parede rigida, os micoplasmas tendem a ser pleomérficos.

Parede Celular das Archaeabactérias

Apesar das Archaeabactéria colorirem com gqaositivo ou grarmegativo dependendo da espesa e
da massa da parede celular, a estrutura e a quimica da sua parede é diferente da observada nas
bactérias. Existe uma variedade consideravedstautura da parede da Archaeabactéria

a) Archaea grarmpositivo ¢ a maior parte apresenta uma parede com umaica camada
homogénea espessa semelhante a das bactérias-g@sitivoe, assim, cora grafpositivo,

b) Archaea grammegativo ¢ a maior parte ndo apresenta a membrana externa nem a rede de
peptidoglicano das bactérias gramegativo. Em vez disso, normalmenégresentam uma
camada superficial de subunidada®teicas ou glicoproteicas

(a) (b

Aquimica das paredes celulares das Archaeabactériambém muito diferentes da das bactérias:
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1. N&o apresentam peptidoglicano, resistindo ao ataque de lisossamdil@oticosi -lactam, como

a penicilina;
2. Archaeabactéria grampositivas podem apresentar uma
variedade de polimeros complexos nas suas paredes:

1 Methanobacterium e algumas outros
metanogeneos apresentam paredes que conté
pseudopeptidoglicang um polimep semelhante a
peptidoglicano que apresenta-dminoacidos nas
suas crostinks, acidd\N-acetiltalosaminurénico em
vez de &cidoN-acetiimuranico e ligacdes(13)
glicosidicas em vez de ligace® mIn o 3 € 7

1 Methanosarcina e Halococcusndo apresentm
pseudopeptidoglicano e contém polissacaride:
complexos semelhantes a carboidratos do teci
conuntivo animal,

1 Outros polissacarideos
encontrados nas paredes

podem também s
gram-positivas.

N-acetyltalosaminuronic acid

-0 ) B3
OH H

B1—3) H  NHAc

Glu— (NH)
ﬁI\Ia

Lys — Glu
(<I3|u)
(Lla)

————
[

Glu— (NH,)

NHAc
a3
o7y o 0
NHAc CH,OH

N-acetylglucosamine

AsArchaeabactéria gramegativasapresentam uma camada de pedhas ou glicoproteinas no exterior
na membrana plasmatica e esta camada pode ter uma espessura4ie 0. Por vezes existem duas
camadas, uma folha a rodear uma camada electronicamente densa. O conteudo quimico destas paredes

varia consideravelmente:

1 Alguns metanogéneodMethanolobu$, Halobacteriume varios termofilos extremosS(ifolobus,
Thermoproteu Pyrodictiun) apresentam glicoproteinas nas suas paredes;
1 Outros menogéneosMethanococcus Methanomicrobiume Methanogenium e o termdfilo

extremoDesilfurococcugpresnetam paredes proteicas.

Parede Celuladas Deinococaceae

As bactérias da familideinococcaceasdo normalmente esféricos ou em forma de bastonete
geralmente associados em pares ou tetradanglobam as ordemeinococcus Thermus

1 Apesr de colorirem granpositivo, a sua parede celular apresenta camadas e apresentam uma

membrana externa como as bactérias grapyativas;

91 Diferem também dos cocci grapositivo por apresentarem-tarnitina no seu peptidoglicano,
nao apresentando acido tei@d, e por apresentarem uma membrana plasméatica com grandes
guantidades de acido palmitoleico em vez de fosfolipidos fosfatidilglicerol.

Deinococcus radiodurans
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Quase todas as estirpee Deinococcusao exraordinariamente resistentes a desséoaea radiacao,
sendo capzes de sobreviver a3 milhdes unidades de radiacdo, uma exposicado bastante superior a
letal para os humanos, o que os classifica como extremoElogiase todas as estripes Geermussao
capazes de suportar grandes temperaturas, sendo também extrermdfor exemplo, € ddhermus
aquaticusgue se extrai a enzima Taq polimerase, tdo usada na técnica de PCR em Biologia Molecular.

As bactérias apresentam uma variedade de estruturas no exterior da parede cellulpodes ter
varias funcoes

1 Proteccao;
1 Adeséao a objectos;
1 Movimento cellular.

Capsula, Slime Layers eLayers

A cépsula, as slinlayers e as-fayers constituem involucros externos a parede celutaromtrados em
algumas bactérias,masua generalidade &® designads deglicocalice

1 Quando a camada é bem organizada e dificilmente removivel € desigapdala
1 Quando a camada € uma zona de material difuso, desorganizado e facilmente removivel é
designadaslime layer

Slime Layer

Capsule

(a) (b)

O glicocalice é uma rede gelissacarideos que se extende na superficie da baactedia outras células.

As cépsulas e as slime layers normalmente sdo compostas por polissacarideos, mas podem também ser
construidas por outros materiais, como acido gojlutamico. As capsulas s@taramente visiveis ao
microscopio optico quando coloragfes negativas ou coloragdes especiais da capsula sdo aplicadas, e
podem também ser estudadas ao microscopio electronico.

Klebsiella pneumoniasom cépsula colorada Glicocélice dBacteridides
Microscopio 6ptico Microscopio electronico

Apesar dagapsulasndo serem necessarias para o crescimentegoducdo bacteriana em culturas
laboratoriais, estas conferem varigantagensquando as bactérias crescem em habitats normais:
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1. Ajudam as bactérias a resistir a fagocitose pelas células fagociticas do hospedeiro. Por exemplo:
1 QuandoStreptococcus pneumae ndo apresenta capsula é facilmente destruidade n
causa doencga, enquéo a variante capsulada rapidamente mata ratinhos;
2. As capsulas contém uma grande quantidade de agua e sdo capazes de proteger as bactérias
contra a dessecagao;
3. Excluem os virus barianos e a maior parte dos materiais téxicos, como detergentes.

A composicao quimica da capsutke varias espécies de bactérias é a seguinte:

Bactéria | Composigdo | Subunidades estruturais
Grampositivas
Bacillus anthracis Polipeptidica Acido Dglutamico
Bacillus megaterium Mista Acido Dglutamico, aglcares, aglicares aminad
Streptococcus mutans Polissacaridea Glucose (dextrano)
S. pneumoniae Polissacaridea AcUcares, acUcares aminados, acidos urdnicd
S. pyogenes Polissacaridea N-ac-glucosamina, acglucurénico
Gramnegativas
Acetobacter xylinum Polissacaridea Glucose (celulose)
E. coli Polissacaridea Glucose, galactose, fucose, acido glucorénico
Pseudomonas aeruginosa | Polissacaridea Acido manurénico
Azotobacter vinelandii Polissacaridea Acidoglucurénico
Agrobacterium tumefacieng Polissacaridea Glucose (glucano)

Y

O (glicocalice também facilita a adesao bacteriana a superficie de objectos sélidos em ambientes
aquaticos ou a superficies tecidulares em hospedeiros vegetais ou animais. Baatéridssijizam
normalmente produzem limos{ime layer), que presumivelmente facilita a sua mobilidade.

O slime é uma glicoconjugado extracelular viscoso que permite que as células se fixem em superficies
lisascom grande afinidades quando este é produzido em grande quantidade por coldnias de bactérias
leva aproducao debiofilmes:

1 Os microorganismos tendem a criair 0s seus proprios microambientes e nichos, mesmo sem
terem um ambiente fisico estruturado disponivel, criando biofilmes;

1 Estes sdo sistemas microbianos organizados constituidos por camadas de células microbianas
associadas com superficies.

Podemos ter trésipos de biofilmes

a) Biofilmes simples desenvolverrse quando microorganismos se ligam e formam uma
monocamada de células

b) Dependendo do ambiente de crescimento microbiano particular (luz, nutrientes presentes e
taxas de difusdo), estes biofilmes podem torsar mais complexos concamadas de
organismosde diferentes tipos;

c) Biofilmes mais complexos podem desenvolserde mod a formar umaestrutura com quatro
dimensbes(X, Y, Z e tempo) com células agregadas, poros intersticiais e canais de conduta. Este
processo de desenvolvimento envolve o crescimento de microorganismos ligados, resultando na
acumulacdo de células adiciosana superficie, em conjunto corm aprisionamento e
imobilizagdo continuos de microorganismos livres que se movem para o biofilme. Esta estrutura
permiet que nutrientes alcancem a biomassa e os canais sao moldados por protozoarios.
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A diversidade desuperficies vivas e ndo vivague podem ser explorados por microorganismos que

formam biofilmes é enorme inclui
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1 Rochas; 1 Tracto urinario;
1 Unidades de filtracao; 1 Dentes (tartao);
1 Utensilios de cozinha sujos; 1 Pele;
1 Lentes de contacto; 1 Lingua;
1 Seringas usadas; 1 Etc...
1 Catéteres;
Inert surfaces Y

o] | \ \
Trickling fitter unit | \

e / \%

OO 0000 Y

Seleleieete; ),

Ny sjersieie ) ! A
éf@ R o Dirty food bowl \ \\.\

D =

A contact lans

A catheter device
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Assuperficies decatéteres e unidades de didlisspresentam contacto intimo com os fluidos corporais
humanose o controlo de tais microorganismos e do seu establecimento nestes aparelhos médicos
sensiveis € uma parte importamtio cuidado hospitalar moderno.

Microorganismos que formarbiofilmes em organismos vivossomo plantas ou animais apresentam
desvantagens adicionais

1 Nestes casos, a superficies libertam nutrientes, na forma de células, materiais sluveis e gases;
1 Estes biafmes podem ter papeis principais em doencgas porque sdo capazes de proteger 0s
patogénios dos desinfectantes, criai um foco de ocorréncia tardia da doenca ou libertar
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microorganismos e produtos microbianos que poderdo afectar o sistema imunologicos do
hospedeiro,

1 Os biofilmes séo criticos nas doencas oculares po@Qulmydia Staphylococcug outros
patogénios sobrevivem em dispositivos oculares como lentes de contacto e em solucdes de
limpeza.

Ainsercdo de uma protesao corpo humano normalmente leva arfnacdo de biofilmes na superficie

do dispositivo. Os microorganismos principalmente envolvidos St@&phylococcus epidermisima
bactéria grarmegativa. Estes habitantes normais da pele possuem a habilidade de tenazmente aderir a
superficie de préteses @mntes. Nos biofilmes, estas células estdo protegiitzs mecanismos de defesa
normais do corpor e também dos antibiéticos. Assim, os biofilmes fornecem uma fonte de infeccédo para
outras partes do corpo pois as bactérias sdo capazes de se libertar quaiaditnoe se desfaz.

Assim, os biofilmes podem ser causa de infecgcdo por serem fonte de microorganismos mas eles
também podem ser uma causa directa desta:

a) As bactérias podem ser eliminadas por anticorpos e fagdcitos e sédo susceptiveis a anticorpos;

b) Célulasde bactérias aderentes formam biofilmes preferencialmente em superficies inertes, e
estas comunidades sao resistentes a antibiéticos, fagocitos e anticorpos;

c) Fagocitos sao atraidos para os biofilmes, mas ndo conseguem eliminar as bactérias, libertando
enzimas fagociticas;

d) As enzimas fagociticas danificam os tecidos nas vizinhangas do biofilme as as bactérias sdo
libertadas deste. Esta libertacdo podem levar a dissemindgdimfec¢do para outros tecidos
vizinhos.

Alguns exemplos de biofilmes com importé&nmeédica incluem:

1 Mortes que se seguiram a infecgdes massivas de pacientes que receberam coragodes artificias;
9 Pacientes de fibrose cisticas que apresentavam grandes numerBsedglomonas aeruginosa,
gue produz grandes quantidades de polimeros alginate, igibem a difusdo de antibidticos;
1 Dentes, onde os biofilmes formam placas que danificam os dentes;
1 Lentes de contacto, onde as bactérias podem produzir irritagdo ocular severa, inflamacéo e
infeccao;
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1 Ar condicionado e outros sistemas de retencdo ondetdrdgas potencialmente patogénicas,
como especies deegionellapodem estar protegidas.

Os biofilmes sé@o capazes desistir aos agentes antimicrobianopor multiplos mecanismos, que
podem ser agrupados em trés grupos:

1. Reducdo da concentracdo do antimid¥@ano no fluido que rodeia o biofiimgsendo que o
agente antimicrobiano é levado a niveis ndo eficientes antes de alcancar o biofilme;

2. Limitagdo da penetracdo do agente antimicrobiano no biofiimsendo que o agente
antimicrobiano deixado na superficie dmfilme mas néo é eficientemente transportado para o
seu interior;

3. Adopcao de uma estado fisioldgico resistente por pelo menos uma fraccdo de células no
biofilme, sendo que o agente antimicrobiano permeia o biofilme mas é incapaz de matar
microorganismos porque estes se encontram num estado fenotipico que confere
susceptibilidade reduzida. Existem dois modos:

1 Uma limitagdo nutriciondeva a regides de crescimento lento no biofilme;

1 Um switch intrinseco de fendtipo ocorre sem necessitar de limitacdo ttentes.

Estes mecanismos de proteccdo do biofilme ndo sdo mutuamente exclusivos. De facto, parece que
combinacBes destes trés tipos gerais de resisténcia ocorrem em conjunto. Esta resisténcia ndo é
causada por métodos normaignutacdo ou aquisicdo dearhentos genéticog sendo caracteristica da

forma biofilme.

Vérias bactérias grapositivas e grammegativas apresentam uma camad
regularmente estruturada desigana@dayer na sua superficie:

1 As Sayers sdo muito comuns entre Archaea, ondedseas unicas::
estruturas de parede fora da membrana; 8

1 A Slayer apresenta uma padrdo semelhante a um ladrilho
composta por proteinas e glicoproteinas.

Em bactérias gramegativo, a $ayer adere directamente & membrana externa, estando associada com
a siperficie do peptidoglicano em bactérias grguositivo, tendo comgrincipais funcdes

1 Protege a célula contra flutuacbes de pH e ides, stress osmético, enzimas ou de bactérias
rapinantes;

1 Ajuda a manter a forma e a rigidez de algumas bactérias;

Promove a deséo de células a superficies;

1 Protege alguns patogénios contra atagues do complemento e contra a fagocitose, contribuindo
para a sua viruléncia.

=

Um grupo de bactériastreptococcusbactérias granpositivas, € responsavel poum numero de
infeccBes humanas, das quais faringite e impetigo sdo as mais comuns, com varias sequelas por infecgcéo
persistente. A habilidade destas bactérias persistirem em tecidos intectados é principalmente devida a
proteina M da superficie celular:
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1 Molécula que confere as streptococcus a habilidade de resistir a fagocitose por leucdcitos
polimorfonucleares na auséncia de anticorpos especificos;

1 Molécula que confere capacidade de adeséao;

1 Como existem varios serotipos de proteina M (i.e., M5, M6, M24,) etonfere variacdo
antigénica;

1 Molécula que tem capacidade de incativar o complemento.

T
8 G i M proteins

i

Resisténcia a infec¢cdo por este grupo de streptococcus esta, assim, relacionada com a presenca de
anticorpos especificos para a molécula M. Como existem ma§ derotipos diferentes de proteina M

(i.e., M5, M6, M24, etc.), um individuo pode ser infectado por mais de um tipo diferente de strepcoccus
durante toda a vida.

Aproteina M € uma das moléculas mais bem conhecidas cc NHp
sendo um deternmante de virulén@ bacteriana. A sua (
estrutura, funcdo, imunoquimica e método de variacs
antigénica sdo unicos entre as moléculas de virulér
conhecidas.

Hypervariable

. Variabl
A proteina M extendese na parede celular e, de algum mod riovte 4

pode ser considerada como pertencente ao glicocalices
tém funcdes semelhantes a esteestrutura da proteina Mé
a seguinte:

1 Constituida por dois monémeros enrolados de pepsii

1 A regido enrolada extendse cerca de 50 nm a parti
da parede celula com um pequeno dominio ni
enrolado em Nerminal;

1 Uma regio rica em prolinglicina esta localada no
peptidoglicano, com um pequeno segmertda regiao
enrolada na progcao rica em carboidratos da pare

Conserved -é

Group

Carbahydrate
celular;
1 O segmento membranar de ancoragem exteisge ——3%=—"" | rencogiycon
através da membrana celular, com a cauda carregac | {Hﬁ“ﬁm’ Membrane
projectar-se para o citoplasma. cooH

Pilis e Fimbrias

Vérias bactérias gramegativo apresentam estruturas pequenas, finas, semelhantes a pélos, que sao
mais finos que os flagelos e que néo estdo envolvidos na mobilidade, normalmente desfgnauas:

Joana Maria Soares Pereira 62



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

1 Apesar dauma célula poder ser coberta por mais de 1000 fimbrias, elas apenas sao visiveis com
0 microcopio electrénico devido ao seu pequeno tamanho;

1 Sé&o tubos delgados compostos por subunidades proteicas helicalmente arranjadas e com cerca
de 310 nm de diametre@ alguns micrometros de comprimento;

1 Alguns tipos de fimbrias fixam bactérias as superficies solidas, como rochas e tecidos
hospedeiros.

Ospilis séo estruturalmente semelhantes as fimbrias, mas existem cercal@epbr célula e diferem
de varios modos:

1 SAo maiores que as fimbrias, cerca d&@®nm de diametro;

1 Tém como funcdo permitir a conjugacdo entre bactérias e sdo determinados por plasmideos
conjugativos.

°

Flagelo e Mobilidade

A maior parte das bactérias movese pelo uso délagelos apéndices loamotores semelhantes a um
fio que se extendem para o exterior na membrana celular e da parede celular:

1 Sé&o estruturas delgadas e rigidas com cerca de 20 nm de diametr@@&>hd de comprimento;
1 Sao téo finos que ndo podem ser observados directamento commigmoscépio éptico, tendo
de ser corados por técnicas especiais desenhadas para aumentar a sua espessura,
1 A estrutura detalhada de um flagelo apenas pode ser observada com o microscépio electrénico.

¥

Spirillum volutan€oloragéo do flagelo Flagelo deéProteus vulgaris
Microcopio éptico Microcépio eletrénico

As espécies de bactérias normalmenteetkin distintivamente nos seus padrdes de distribuicdo dos
flagelos:
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a) Bactérias Monotrichous; apresentam. apenas e Flagelia Type
um flagelo, que quando se localiza nun

extremidade é desginaddlagelo polar. Ex: TR

Vibrio cholerae;

b) Bactérias Amphitrichous¢ apresentam um %@ Lophotiichous

unico flagelo em cada poloEx: Bartonella
bacilliformis W Amphitrichous
c) Bactérias Lophotricous¢ apresentam um

grupo deflagelos numa extremidade ou en
ambas Ex:Spirillum serpens

d) Bactérias Peritrichous; apresentam flagelos
espalhados por toda a bacteria. Ex:Coli

Paritrichous

Ultraestrutura do Flagelo
Oflagelo bacterianoé composb por trés partes

1. A porcao e mais longa e obvia élamento, que se extende da superficie celular;

2. Umcorpo basakembebido na célula;

3. Um segemnto curto e curvado,ganchq que liga o filamento ao secorpo basal e actua como
um acoplamento flexivel.

Filament
Cell wal Hook
Q
(D

‘§§~ Basal apparatus

Plasma =
membrane

Ofilamento € um cilindro oco e rigido construido por uma unica proteina desigfladalina que pode
ter peso molecular de 30.0060.000. O filamentdermina com uma proteina de capping. Algumas
bacté&ias apresentam camadas a revestir o su flagelo. Por exerBalellovibrio apresenta uma
esturtura membranosa a revestir o filamentd/ério cholera@presenta uma camada polissacaridea.

Ogancho e o corpo basako bastante diferentes do filamento:

1. Ligeramente mais largo que o filamentoganchoé feito de subunidades proteicas diferentes;
2. Ocorpo basaé a parte mais complexa do flagelo:

a) Embactérias grarmnegativo, o corpo basal apresenta quatro aneis ligados a uma haste
central. Os aneis mais externbse P associaise com lipopolissacarideos e camadas de
peptidoglicano, respectivamente. O anel mais interno contacta com a membrana
plasmatica;

Joana Maria Soares Pereira 64



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

b) Asbactérias grampositivo tém apenas dois aneis de corpo basal, um anel interno ligado
a membrana plasmaticawem externo provavelmente ligado ao peptidoglicano.

Filament

Hook

Quter membrane

Peptidoglycan
layer

Periplasmic
space \

Sintesedo Flagelo

Asintese do flagel@ um processo complexo que envolve pelo menos 20 a 30 genes. Para além do gene
para a flagelina, 10 ou mais genes codificam as proteinas do gancho e do corpes@salo ainda

outros concentrados no controlo da construcdo ou funcao flagelar mas néo se sabe como € que a célula
regula ou determina a localizacao exacta do flagelo.

No entanto, acreditase quenasintese do filamento

1. Subunidades de flagelina sdarisportadas através do nucleo interno do filamento;

2. Quando alcangam a ponta, as subunidade agregaraspontaneamente sob a direccdo de uma
cap especial do filamento;

3. Isto faz com que o filamento cresca na sua ponta em vez da sua base.

,
’ Ml S
”I/;Z//Il/ M

7, Outer
membrane

- Peptidoglycan

__Plasma
membrane

mRNA

T Ribosome

A sintese do filamnto € um exemplo excelente daito-montagem pois muitas estruturas formaree
espontaneamente através da associacdo das suas partes componentes sem a necessidade de enzimas
especiais ou outros factores. Assim, a informacdo necesséria para a construcandmtd esta
presente na estrutura da subunidade de flagelina por si s6.
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O flagelo procariota opera de modo diferentes do eucatiptais ofilamento tem uma forma de hélice
rigida e a bactéria movee quando esta héliceoda O motor flagelar é capaz de rodar muito
rapidamente, sendo que els. Colé capaz de alcancar cerca de 270 rps év@nio alginolyticugerca

de 1.100 rps.

Adireccédo da rotacéo flagelatetermina a natureza do movimento bacteriano:

a) Flagelos polar® de bactérias monotrochous, rodam n =
sentido contrario ao dos ponteiros do reldgio (quando vis m Forward run
do exterior da célula) durante o movimento normal para @

frente, enquanto a célula roda lentamente no sentido d

ponteiros do relégio A rotacdo do flagelampulssiona a

bactéria para a frente; \_/3\@ Tumble
b) As bactéria monotrichous param e tém um movimen ®

desordenado revertendo a direccdo do movimento do flage

Bactérias com flagelos espallhados por toda a célula operam de
modo semelhante:

Forward run

c) Para mover para drente, os flagelos rodam no sentid \
contrario ao dos ponteiros do reldgio. Ao fazer isto, el
dobramse no gancho para formar um feixe de rotacéo pe Tumble
impulsionalas para a frente;

d) Rotacdo no sentido contrario ao dos ponteiros do reld¢
desfaz o feixe a célula movese desorientadamente. @

Como as bactérias nadam através da rotacdo dos seus flagelos rigidos, tem de haver unmtitorde
na base

1 Uma haste extendse a partir do gancho e termina no anel M, que é capaz de rodar livermente
na membrana plasatica;

1 Acreditase que o anel S se encontra anexado a parede celular em célulagpgsiivo e ndo
roda;

1 Os aneis P e L de bactérias graggativas actuam como rolamentos para a rotacdo da haste;

1 Existe algumas evidéncias de que o corpo basal é umawestnpassiva e roda num complexo
proteico embebido na membrana.

Omecanismo de rotagéo do corpo badadseiase em:

1 A porcao de rotacdo do motor parece ser construida principalmente por uma haste, pelos aneis
M e por um anel C ligado no lado citoplasmaticocorpo basal;

1 Estes dois aneis sdo feitos de varias proteinas, sendo a proteina Fli G particularmente
importante na producédo do movimento flagelar;

1 As duas proteinas mais importantes da parte estatica do motor sdo Mot A e Mot B. estas
formam um canal deprotbes através da membrana plasmatica, sendo que Mot B também
ancora o complexo Mot ao peptidoglicano da parede celular e Mot A e Fli G interagem
directamente durante a rotacao flagelar;
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1 A rotacdo a dirigida por gradientes de protdes ou sodio em prdaeari® ndo directamente por
ATP, como € o caso dos flagelos eucariotas.

Zn. Filament

Outer membrane

1
‘ Peptidoglycan layer

+ Periplasmic space

]
xn

2
2
2
o)
24

Plasma membrane

A
OOOOOOO0

FiG 1 _ .
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O flagelo € um dispositivo de movimento natatorio bastante efectivo. Do ponto de vista da bactéria,
nadar é uma tarefa complicada porque a agua envolvente parece tdo espessa e aistosamelace

a célula deve assim perfurar através da agua com o seu flagelo halical e se a sua actividade flagelar
cessar ela para quase instantaneamenfgesar desta resisténcia ambiental ao movimento, as
bactérias sdo capazes de nadar a uma veldedie cerca de 20 a 38n/segundo, 0 que € equivalente

a viajar de 2 a 100 comprimentos de célula por segundo.

As bactérias séo capazes de se movemopbros mecanismogpara além da rotacéo flagelar:

1 As espiroquetas sao bactérias em forma de hélice qagmi através de substancias viscosas
como muco ou lama por movimentos fléxiveis e de giro causadosfilponentos axiais
compostos por flagelos periplasmaticos;

1 A mobilidade de deslizamentoé diferente e empregue por muitas bactérias, como
cianobactériasmyxobactérias e citofagas, e alguns mycoplasmas. Apesar de ndo existirem
estruturas externas visiveis associadas a este tipo de mobilidade, estas bactérias sao capazes de
viajar ao longo de superficies soélidas a taxas de&egundo.

O citoplasma procariético, ao contrario do eucariético, ndo apresenta organelos membranaragizA
citoplasmaticaé a substancia que se encontra entre a membrana plasmatica e o nucledide e é
maioritariamene agua (cerca de 70% da massa bacteriana é agua). E inexpressivo em microscopia
elect’ronica mas é normalmente empacotado com ribossomas e altamente organizado:

1 Proteinas especificas estdo posicionadas em locais particulares como o polo celular e o local
onde a célula bacteriana se divide;
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1 Apesar da bactéria poder ndo apresentar um citoesqueleto verdadeiro, ela apresenta um
sistema de proteinas semelhantes ao citoesqueleto na sua matriz citoplasmatica.

A membrana plasmatica e tudo no seu interior € designa@ protoplasto, pelo que a matriz
citoplasmatica € a principal parte do protoplasto.

Corpos de Inclusao

Uma variedade deorpos de inclusdpgranulos de material organico ou inorganico que muitas vezes
sao claramente visiveis com o0 microscépio Optesia presente na matriz citoplasmatica:

1 Estes corpos sdo normalmente usados para armazenamento (e.g., compostos organicos,
substancias inorganicas e energia) e também reduzem a pressdo osmotica por prenderem
moléculas na forma de particulas;

1 Alguns corpogle inclusdo ndo sao revestidos por uma membrana e encors@rivres no
citoplasma (p. ex., granulos de polifosfato, de cianoficina e alguns de glicogénio);

1 Outros corpos de inclusdo séo revestidos por uma membrana com cerca -dgd Zin de
espessura, gel € uma membrana com apenas uma camasa e ndo uma tipica bicamada lipidica
(p. ex., granulos de péli-hidroxibutirato, alguns de glicogénio e de enxofre, carboxissomas e
vacuolos de gas);

1 As membranas dos corpos de inclusdo variam em composicdo, sendo que algumas tém uma
natureza proteica enquanto outras lipidica;

1 Como os corpos de inclusddo usados pa armazenamento, a sua qualidade ir4 variar com o
estado nutricional da célula.
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Oscorpos de inclusdo organicasmrmalmente contém ou glicogénio ou polhidroxibutirato:

T

Glicogéniog é um polimero de unidades de glucose composto por longas cadeiasdasnper
ligacGes glicosidicas (1Ity}) e cadeias de ramificacdo ligadas as primeiras por ligacdes
glicosidicag (1I'%). O glicogénio esta disperso uniformemente através da matriz na forma de
pequenos granulos (com cerca de 20 nm de didmetro) e podem seruitas vezes observado
apenas com 0 microscopio electrénico. Se as células conterem uma grande quantidade de
glicogénio, este pode ser corado com uma solugéo de iodo;

Poli -hidroxibutirato (PHB)¢ contem moléculas de-hidroxibutirato ligadas por ligaco&ster

entre os grupos carboxilo e hidroxilo de moléculas adjacentes. O PHB aaemerta corpos
distintos, com cerca de 02,7 >m de diametro, que sadacilmente corados com negro do
Sudéo para microscopia Optica, sendo claramente observaveis.

CHs 0 bl
| I
O—CH—CH,—C ¥
n

Poli -hidroxibutirato

Sow

Estes corpos de inclusédo de glicogénio e PHB sao reservatério de carbono que fornecem materiais para
energia e biossintese, mas algumas bactérias também s&o capazes de aramzenar carbono na forma de
gotas lipidicas.

Ascianobactériasapresentam dois tipos sliintos de corpos de inclusdo organicos:

a)

b)

Granulos de cianoficing compostos por grandes polipeptidios que contém aproximadamente
guantidades iguais de aminodacidos arginina e aspartato. Os granulos muitas vezes sao grandes o
suficiente para serem visivai® microscépio 6ptico e armazenam azoto extra para a bactéria;
Carboxissomasg presentes em muitas bactérias, bactérias nitrificantes e tiobacilos. Sé&o
poliédricos, com cerca de 100 nm de diémetro, e contém a enzima ribli|bdrsfosfato
carboxilase numarranjo paracristalino. Servem como um reservatorio desta enzima e podem
ser um local de fixacao de €O

Joana Maria Soares Pereira 69



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

Um corpos de inclusdo organico extraordinario,vacuolo de gas esta presente em muitas
cianobactérias, bactérias fotossintéticas puarpura erdes e em algumas formas aquaticas de
Halobacteriume Thiothrix Estas bactérias flutuam na ou perto da superficie, porque os vacuolos de gas
dao-lhes flutuabilidade:

1 Os vacuolos de gas sdo agregados de numeros enormes de estruturas pequenas, ocas e
cilindricas designadagesiculas de g4s

1 As paredes destas vesiculas ndo contém lipidos e s&o compostas inteiramente por uma pequena
proteina e estas subunidades proteicas montaenpara formar um cilindro rigido que € oco e
impermeavel & 4gua mas liviementerpeavel aos gases atmosféricos;

As bactérias com vacuolos de gas sdo capazes de regular a sua flutualpigdadé8utuarem a
profundidade necessaria para intensidade luminosa, concentracdo de oxigénio e niveis de nutrientes
adequados. Elas descem simplesie colapsando vesiculas e flutuamando novas séo construidas.

W@ wReD
DERTHE0E (1
s PeBEY 7

Os dois principais tipos a®rpos de inclusédo inroganicqgeodem ser observados:

a) Granulos polifosfatoou granulos voluting o polifosfato € um polimero linear de ortofosfatos
ligados por ligagbes éster. Assim, estes granulos funcionam como reservatorios de fosfato, um
componente importante dos constituintes celulares, como os acidos nucldéieas.algumas
células actuam como reservas de energia e o polifosfato pode servir come fimenergia em
algumas reaccdessendo designados deédnulos metacrémicoporque apresentam o efeito
metacroérmico, ou seja, aparecem vermelhosi com um tom de azul diferente quandi@io
corados com azul de metileno ou azul toluidina;

b) Granulos de enxofre constituem aramazens de enxofre temporarios. Por exemplo, bactérias
puprura fotossintéticas sao capazes de usar sulfeto de hidrogénio como dador de electrdes na
fotossintese e acumulam o enxofre resultante no espaco periplasmatico ou em globulos
citoplasnaticos especiais.

Thylakoids
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Os corpos de inclusao inorgénicos podem ser também usados para funcdes diferentes do
aramzenamento. Um exemplo excelente gnagnetossomaque é usado por algumas bactérias para se
orientarem no campo magnético terrestre. Estesrpos de inclusdo contém ferro na forma de
magnetite:

1 Cadeias de particulas de magnetite {68, com cerca de 4000 nm de didmetro e rodeadas
por uma membrana;

1 Algumas espécies de habitates sulfidicos apresentam magnetossomas que contém greigite
(F&S) e pirite (FeS;

1 Visto que cada particula de ferro € um pequeno iman, as bactérias do hemisfério norte usam as
suas cadeias de magnetossmas para determinar direc¢des para norte e para baixo e nadar para
locais ricos em nutrientes;

1 As bactérias do hemigfi® sul usam para determinar direc¢bes para sul e para baixo, com o
mesmo efeito;

Os magnetossomas estdo também presentes na cabeca dos passaros, atuns, golfinhos, tartarugas e
outros animais, presumivelmente para ajudar na navegacao.

Nucleodide
Provavemente, a diferencao mais notavel entre procariotas e eucariotas esta na forma como o material
genético de ambos esta empacotado:

1 Ascélulas eucaridticasém dois ou mais cromossomas dentro de um organelo delimitado por
uma membrana, o nucleo;
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1 O cromossomadas células procaridticasesta localizado numa regido de forma irregular
designadanucledide

Cell wall (b)

Normalmente, os procariotas contém um Unico circulo B&A mas alguns apresentam um
cromossoma linear. Recentemente foi descoberto que algumas t@st&omo Vibrio cholerae
apresentam mais um cromossomapesar da aparéncia do nucledide variar com o método de fixacéo e
de coloragdo, normalmente sdo observadas em micrografias electronicas e sdo provavelmente DNA. O
nucléoide é também visivel pelo miscopio Optico apds coloragcdo com o método de Feulgen, que
reage especificamente com DNA.

Uma célula pode apresentar mais de um nucledide quando ocorre divisdo celular apdés o material
genético ser duplicado. Em bactérias que crescem acéwéen o nucledide apresenta projeccdes que

se extendem para a matriz citoplasmética. Presumivelmente, estas projec¢cdes contém DNA que esta a
ser activamente transcripto para produzir mRNA.

Estudos de microscopia electronica mostramnucledide em contactocom o0 mesossoma ou a
membrana plasmatica também foram encontradas membranas ligadas a nucledides isolados:

1 Existe evidéncia de que o DNA bacteriana esta preso a membrana plasmatica e as membranas
poderdo estar envolvidas na separacdo do DNA para assdlhias durante a diviséo.

Andlises quimicas a nucledides isolados sem membranas mostraramcquepasicao quimicalestes

7

e:

1 60% DNA,
T 30% RNA,;
1 10% proteinas.

EmE. coli o circulo de DNA fechado mede serca de 1400¢
Obviamente, este tem de estar muito eficientemen
empacotado para caber no nucledide. O DNA
extensivamente enrolado, provavelmente com a ajuda
RNA e proteinas nuceldides, proteinas diferentes das histo
encontradas nos eucariotas.

No entanto, &istem algumas excepcdes, pois regides que contém DNA ligado a membrana estéo
presentes em dois géneros de panctomycetes:
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1 Pirellulaapresentam uma Gnica membrana que reveste uma regido, o pirellulossoma, que
contem um nucledide fibrilar e particulas semeatites a ribossomas;
1 O corpo nuclear d&emmata obscuriglobuessta ligado a duas membranas.

Muitas bactérias possueplasmideosem adicdo ao seu cromossoma:

1 Moléculas de DNA de cadeia dupla;

1 Normalmente circulares;

1 Sé&o capazes de existir e replicar indegEmtemente do
cromossoma ou podem ser integrados com este;

1 S&o normalmente herdados ou passados a progenia;

1 N&o se encontram normalmente ligados & membra
plasmatica e, por vezes, sdo perdidos para uma
células filhas durante a divs.

Os plasmideos @ sdo necessarios para 0 crescimento
reproducdo do hospedeirapesar de poderem carregar gene
gue conferem a bactériaospedeiravantagens selectivas

1 Atribuir resisténcia a drogas;

1 Atribuir novas habilidades metabdlicas;

1 Tornar as bactérias patogéneas

9 Fornecer novas propriedades as bactérias.

Como os plasmideos muitas vezes se movem entre bactérias, propriedades como resisténcia a drogas
podem espalhase através de uma populacao.

Endosporo Bacteriano

Um numero de bactérias grapositivas sdo capazede formam uma estrutura especialmente
resistente e dormente designadgmadospora

1 Os endosporos desenvolvese em células bacterianas vegetativas de varios gémaoiluse
Clostridium(bastonetes)Sporosarcingcoccos) e outras;

1 Estas estruturas saextraordinariamente resistentes a stresses ambientais, como calor,
radiacdo ultravioleta, radiagdo gamma, desinfectantes quimicos e dessecacdo. De facto, alguns
endosporos mantiverarse viaveis por cerca de 100.000 anos;

1 Devido a sua resisténcia e ao factovdgias espécies de bactérias formadoras de endosporos
serem patogénios perigosos, os endosporos sao de grande importancia pratica em microbiologia
alimentar, industrial e médica;

1 No ambiente, os endosporos ajudam na sobrevivéncia quando nutrientes eggaeeiam.

Deste modo, é essencial ser possivel esterilizar solucbes e objectos solidos. Os endosporos
normalmente sobrevivem a fervura por uma hora ou duas, pelo que os autoclaves devem ser usados
para esterilizar muitos materiais.

Os endosporos podenter uma forma redonda ou oval e podeser examinados tanto com o
microscopio electronico com o microscopio optico. Como 0s esporos sao impermedaveis a maior parte
das coloracdes, podem ser observados como areas incolores em bactérias tratadas como azul de
metileno ou outras coloragfes simples, ou entdo corados p&odos especiais.
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Aposicao do esporma célula mée oesporangidrequentemente difere entre espécies, o que o faz ser
atil na identificacdo. Os esporos podem locakz@arem varios locais e, poregzes, podem ser tao
grandes quealargamo esporangio

T
T
T

No centro;
Perto de uma extremidade (subterminal);
Definitivamente na extremidade.

(©

A ultra-estrutura do endospora complexa, sendo constituido por multiplas partes:

=

=

= =4

T

Exosporio (EX] revestimento fino e delicado que envolve o endosporo;

Tanicas (SC) encontramse por baixo do exosporio e sdo constituidas por varias camadas
proteicas, podendo ser bastante finas. Sao impermeaveis e responsaveis pela resisténcia do
esporo a quimicos;

Cértex (CX)c pode ocupar metade do volume do esporo e encossieapor baixo da tinica. E

feito de peptidoglicano que é menos crdstked do que o das células vegetativas;

Parede celular do esporo (C\W)esta dentro do cértex e reveste o protoplasto, ou cerne;

Cerne (CRY apresenta as estruturas celulares normais como os ribossomas e um nucledide,
mas é metabolicamente inactivo;

Membrana celularg encontrase a baixo da parede celular do esporo.

Ainda ndo se sabe precisamente porque é que o endosporo € t&bersi ao calor ou outros agentes
letais, mas:

T

Cerca de 15% do peso seco do esporo consistéd@do dipicolinicocomplexado com ides
calcio, que se localizada no cerne. Sempre pensou que o acido dipicolinico estava directamente
envolvido na resisténcia amalor pelo esporo, mas ja foram isolados mutantes resistentes que
nao apresentam acido dipicolinic®. célcio ajuda na resisténcia ao calor seco, agentes oxidantes
e algum calor humido. Provavelmente € o complexo acido dipicolinico que estabiliza as acido
nucleicos do esporo;

Recentemente, pequengsoteinas de ligagdo ao DNgollveis em acido foram descobertas no
endosporo. Elas saturam o DNA e protegeondo calor, radiagdo, dessecagao e quimicos;

A desidratacdodo protoplasto parece ser muito importagtna resisténcia do calor. O coértex
remove osmoticamente agua ao protoplasto, protegesmldo calor e da radiacao;
Astunicastambém parecem proteger contra enzimas e quimicos como peréxido de hidrogénio;
Os esporos contém algumaszimas de reparacdo doNJA. O DNA é reparado durante a
germinacao e desenvolae depois do cerne se tornar activo mais uma vez.
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Assim, resumidamente, r@sisténcia ao calor pelo endospodevese a varios factores:

1 Estabilizacdo do DNA por complexos cadipcolinato e proteias soluveis em &cido;

Desidratac&o do protoplasto;

As tunicas;

Reparacédo do DNA;

Maior estabilidade das proteinas celulares em bactérias adaptadas ao crescimento em altas
temperaturas;

1 Outros.

=A =4 4 =2

A formacdo do esporogsporogéneseou esporulacdo normalmentecomeca quando o crescimento
cessa devida falta de nutrientes e requer cerca de 10 horas Batillus megateriumE um processo
complexo que pode ser dividido em sete etapas:

1 Etapa I¢ forma-se um filamento axial de material nuclear;

1 Etapa li¢ forma-se uma dobra interna da membrana celular para revestir parte do DNA e
produzir o septo forespore;

1 Etapa lll¢ a membrana continua a crescer e engole o esporo imaturo numa segunda
membrana;

1 Etapa IV¢ o cortex fica no espaco entre as duas membranas e acuseutdlcio e acido
dipicolinico;

1 Etapa \ formamse as tunicas proteicas a volta do cortex;

Etapa VI ocorre a maturacéo do esporo;

1 Etapa VIk enzimas liticas destroem o esporangio libertando o esporo.

=

Cell division
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Atransformacao dos esporos dormentes em célulzagetativas activag® quase tdo complexo como o
processo de esporogénese, e ocorre em trés etapas:

1. Activacdog é um processo reversivel que prepara 0s esporos p
a germinacdo e normalmente resulta de tratamentos como &
aguecimento;

2. Germinacaog é a quédra do estado de dorméncia do esporo. Es
processo é caracterizado pela dilatacdo do esporo, ruptur
absorcao da tdnica, perda da resisténcia ao calor e a outros stt
perda da refractilidade, libertagdo dos componentes do espor:
aumento da activadanetabolica. A germinagcdo apds a activag %
pode ser desencadeada por metabolitos ou nutrient”
importantes (e.g., amino&cidos e agucares); <

3. Desenvolvimento ¢ o protoplasto do esporo forma novos ;
componentes, emerge das tunicas e desenvge®utra vez numa‘{'" \
bactéria activa.

E importante ter em conta que endosporo ndo germinard com sucesso, mesmo num meio rico em
nutrientes, a ndo ser que este seja activado

O endosporo difere das células vegetativas activas de varios modos, sendo os practpees que
distinguem os endosporos e as células vegetativesumidos do seguinte modo:

- . Parede celular de peptidoglicanq Tunica do esporo espessa, cortex €
Tunicas superficiais . . .
tipico parede celular de peptidoglicano
Aparéncia microscopica N&o refringente Refringente
Acido dipicolinicecélcio Ausente Presente no cerne
Actividade da agua .
. .\ g Alta Baixa
citoplasmatica
Actividade enzimatica Presente Ausente
Sintese macromoléculas Presente Ausente
Resisténcia ao calor Baixa Alta
I’2e_3|sten0|a a quimicos e Baixa Alta
acidos
Resisténcia a radiagéo Baixa Alta
Sensibilidade a lisossima | Sensivel Resistente
Sensibilidade a coloracdo | Sensivel Resistente

NUTRICAO MICROBIANA

Necessidades Nutricionais Comuns

Para obter energia e catruir novos componentes celulares, os organismos devem ser capazes de ter
uma fonte de matérias primas e de nutrientes:

1 Nutrientes ¢ substancias usadas na biossintese e na producdo de energia e, assim, sao
necessarias para o crescimento microbiano.
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Andlies dacomposi¢cdo da célula microbiamaostram que mais de 95% do peso seco da célula é
composto por poucos elementos principais. Estes elementos sdo designa@o®elementosou
macronutrientespois sao requeridos pelos microorganismos em quantidades ¢dsva sao:

1 Carbono; 1 Fosforo;

1 Oxigénio; 1 Potassio;
1 Hidrogénio; 1 Calcio;

1 Azoto; 1 Magnésio;
1 Enxofre; 1 Ferro.

Os primeiros seis (C, O, H, N, S e P) sdo componentes de carboidratos, lipidos, proteinas e acidos
nucleicos. Enquanto os quatro restantes (K, Ca, Mg)eexistem na célula na forma de catides e tém
vérias funcdes:

f O potassio(K) é necessario para a actividade de varias enzimas, incluindo algumas envolvidas
na sintese proteicas;

O célcio (C&"), entre outras funcées, contribui para a resisténcia aorcetws endosporos
bacterianos;

1 O magnésio(Mg*") serve como um cofator de muitas enzimas, complexa com ATP e estabiliza
ribossomas e a membrana plasmatica;

 Oferro (F€" e FE€") é uma parte dos citocromos e um cofator de varias enzimas e proteinas
transporiadoras de electrbes.

Para além disso, todos os organismos, incluindo os microorganismos, requerenmiaramatrientes

ou elementos vestigiais. Estes elementos sdo também necessitados pela maior parte das células, no
entanto, as células requerem muito poas quantidades para sobreviver. Os principais micronutrientes
séo:

1 Manganés; 1 Molibdénio;
1 Zinco; 1 Niquel,
1 Cobalto; 1 Cobre.

Como estes micronutrientes sdo necessarios em muito baixas quantidades, é muito dificil demonstrar a
necessidade de um micronutrientNa natureza, os micronutrientes sao ubiquos e provavelmente nao
limitam o crescimento Os micronutrientes sdo normalmente uma parte das enzimas e cofatores, e
ajudam na catalise de reac¢es e ha manutencdo da estrutura proteica:

1 Ozinco(Zn) esta presdr no local activo de algumas enzimas mas esta tambem envolvido na
associacao das subunidades regulatdrias e cataliticas na aspartato carbamoilaseaim

 OmanganégMn?*) ajuda varias enzimas catalizando a transferéncia de grupos fosfato;

f Omolibdénio (Mo™) é necessario para a fixacéo de azoto;

f Ocobalto(Cd™) é um componente da vitamina B

Para além dos macronutrientes e micronutrientes comuns, 0S microorganismos podem ter
requerimentos particularesque reflectem a natureza especial da sua madgm@ ou ambiente. Por
exemplo:

1 As diatomécias necessitam deido silicicaH,SiQ) para construir as suas paredes celulares de
silica [(SiQ),];
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1 Apesar da maior parte das bactérias ndo necessitar de grandes quantidadgéslidemuitas
bactérias que cresm em lagos salinos e no oceano dependem da presenca de grandes
concentracées de ido sodio (Na

Resumidamente, asecessidades nutricionais comum®s microorganismos Sao:

Nutrientes | Funcées
Macronutrientes
Carbono Componente dos carboidratos, protemdipidos e acidos nucleicos
Oxigénio Componente dos carboidratos, proteinas, lipidos e acidos nucleicos
Hidrogénio Componente dos carboidratos, proteinas, lipidos e acidos nucleicos
Azoto Componente da proteinas e acidos nucleicos
Enxofre Componentedas proteinas
Fésforo Componente das proteinas e dos acidos nucleicos
Potassio Necessério para a actividade de varias enzimas, incluindo algumas envolvidas na sintese pro
Célcio Gontribui para a resisténcia ao calor dos endosporos bacterianos
Magnésio Cofator de muitas enzimas, complexa com ATP e estabdliilaossomas e a membrana plasmati
Ferro Parte dos citocromos e um cofator de varias enzimas e proteinas transportadoras de electrde
Micronutrientes
Manganés Ajuda varias enzimas catadizdo a transferéncia de grupos fosfato
Zinco Presente no local activo de algumas enzimas mas esta tambem envolvido na associagao das
subunidades regulatérias e cataliticas na aspartato carbamoilade. eoli
Cobalto Gomponente da vitamina B
Molibdénio Necessario para a fixacéo de azoto
Niquel
Cobre
Outros nutrientes particulares
Acido silico Gonstruir as suas paredes celulares de silica fj3ias diatomacias
Sadio Importante para as bactérias que vivem em lagos salinos e nos oceanos

No ertanto, tem de ser enfatizado que 0s microorganismos requerem uma mistura balancada de
nutrientes. Se um nutriente essencial existe em baixa quantidade, o crescimento microbiano sera
limitado independentemente da concentragdo dos outros nutrientes.

As necessidades de carbono, hidrogénio e oxigémoermalmente sao satisfeitas em conjunto pois o
carbonoé necessdo para o esqueleto de todas as moléculas organicas e as moléculas que servem
como fonte de carbono monalmente também contribuem com atomos de hidrogénio e de oxigénio.

Como estes nutrientes organicos sdo na maior parte das vezes reduzidos e apresentam electrbes que
podem doar a outras moléculas, elas também servem como fontes de energia. De fact@, ozast
reduzidas foram as moléculas organicas, maior o seu conteudo energético. Isto ocorre porque a
transferéncia de electrbes liberta energia quando os electrdes se movem de dadores reduzidos para
aceitadores oxidados. Assim, as fontes de carbono norerakenservem como fontes de energia,
apesar de ndo necessitarem de tal.

No entanto, existem fontes de carbono que néo funcionam como fontes de energia, devido ao seu
estado de oxidag&o. Assim, podemos ter difereriiess de microorganismoslependendo do po de
fontes de carbono que usam:
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1

Microorganismos autotroficosg apenas estes microorganismos usam, @mo fonte de
carbono, apesar de provavelmente todos os microorganismos serem capaz de o fixaréeO CO
uma fonte de carbono importante mas nao fornecermn hidrogénio nem energia, devido ao
facto do CQ estar oxidado e ndo apresentar hidrogénibluitos microorganismos sao
autotroficos, e a maior parte efectua fotossintese e usa a luz como fonte de energia. Alguns
autortoficos oxidam também moléculas inorgéas e derivam energia das transferéncias de
electrdes;

Microorganismos heterotréficosg como a reducdo do GG um processo que gasta muita
energia, muitos microorganismos ndo sdo capazes de usacdd® unica fonte de carbono e
baseiamse na presencde moléculas mais reduzidas e complexas, como a glucose, como fonte
de energia. A maior parte dos microorganismos heterotroficos usam compostos organicos
reduzidos como fontes de energia e de carbono.

A caracteristica nutricional mais extraordinaria dosmmdrganismos € a sua extraordinafiexibilidade
de fontes de carbonoExperiéncias de laboratério indicam gu&o existe nenhuma moléculas organica
gue ocorra na natureza que néo pode ser usada por algum microorganismo:

T
T

As actomycetes sdo capazes derdegr alcool amilico, parafina e mesmo borracha;

Algumas bactérias sdo capazes de usar quase qualquer coisa como fonte de energia, como as
Burkholderia cepacjajue sédo capazes de usar mais de 100 compostos organicoas;

Algumas bactérias sdo bastante fagighs e catabolizam apenas alguns compostos organicos;
Culturas de bactérias metilotroficas metabolizam metano, metanol, monoxido de carbono,
acido férmico e moléculas de um carbono relacionas;

Membros parasitas do géneloeptospirausam apenas acidos garsl de cadeia longa como as

suas fontes de energia e de carbono principais.

Parece que, nos ambientes naturais, populacbes complexas de microorganismos muitas vezes
metabolizam mesmo substancias feitas pelo Homem relativamente indigestiveis, como oslaestici
Estas moléculas normalmente sdo oxidadas e degradas na presenca de um nutriente promotor do
crescimento que € metabolizado ao mesmo tempo, um processo desigoadtetabolisma Os
produtos deste metabolismo podem depois ser usados como nutrientesyiys microorganismos.

Em adicdo a necessidade de carbono, hidrogénio e oxigénio, todos os organismos requerem fontes de
energia e electrdes para ocorrer o crescimento. Assim, 0s microorganismos podem ser organzados
classes nutricionaisom base no modo que usam para satisfazer estas necessidades:

Classificacdo | Fontes de carbono, energia e electrbes
Fontes de carbono
Autotréficos CQ ou fontes de carbono biossintéticas principais
Heterotréficos Moléculas organias reduzidas produzidas por outros organismd
Fontes de energia
Fototréficos Luz
Quimotroficos Oxidacdo de compostos orgénicos ou inorganicos
Fontes de electrbes
Litotroficos Moléculas inorgéanicas reduzidas
Organotroéficos Moléculas orgéanicas
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Apesa da grande diversidade metabdlica observada nos microorganismos, a maior parte pode ser
colocado num de quatrdipos nutricionas principais de microorganismosom base nas suas fontes
primarias de carbono, energia e electrdes:

. . Fontes de aeergia, hidrogénio/electrdes e Microorganismos
Tipo nutricional .
carbono representativos
. e Energia solar Algas; Bactérias de enxofr
Autotrofia fotolitotréfica g . -~ ~ . A g .
: e Dadores de hidrogénio/electrbes (Hyénorganicos| verdes e puprus;
(Fotolitoautotréficos) . .
CQ como fonte de carbono Cianobactérias
Energia solar
Hetrotrofia fotoorganotrofica Dadores de H/eorganicos Bactérias verdes e pupura
(Fotoorganotroficos) Fontes de carbono orgéanicas (G&@mbém as nao-sulfurosas
vezes)
Bactérias oxidantes de
’ L Fantes de energia quimica (inorgénicas enxofre; Bactérias de
Autotrofia quimolitotréfica g d . (inorg ) . - L
@ SlloanIohones) Dadores de H/énorgénicos hidrogénio; Bactérias
CQ como fontes de carbono nitrificantes; Bactérias

oxidantes de ferro

Protozoarios; Fungos;

: : - Fontes de energia quimica (organicas) Maior parte das bactérias
Heterotrofia quimoorganotrofica A ~ o
. e Dadores de H/eorgénicos nao fotossintéticas
(Quimoorganoheterotoficos) ~ . .
Fontes de carbono organicas (incluindo alguns
patogénio)

A grande maioria dos microorganismos estudados ou sdo fotolitoautotréficos ou
quimoorganoheterotroficos:

1 Fotolitoautotréficos (fotoautotroficos) ¢ usam energia da luz e tém €€mo a sua fonte de
carbono. As algas eucariotas e as cianobactérias usam agua como dador de electrbes e libertam
oxigénio. Bactériasadenxofre verdes e purpura oxidam agua mas extraem electrbes de dadores
inorganicos como hidrogénio, sulfeto de hidrogénio e enxofre elementar;

1 Quimoorganoheterotréficos (quimoheterotréficosy usam compostos organicos como fontes
de energia, hidrogénio,lectrbes e carbono. Frequentemente, 0sS mesmos nutrientes organicos
satisfardo estes requerimentos todos. Essencialmente todos 0os microorganismos patogénicos
sdoquimoheterotroéficos.

As outras duas classes nutricionais apresenta@mos microorganismosnas $0 muitas vezes muito
importantes ecologicamente:

1 Fotoorganohetrotroficos ¢ algumas bactérias verdes e purpura sao fotossintéticas e usam
matéria organcia como dadores de electrbes e fontes de carbonos. Estes microorganismos séo
habitantes comuns de lag@®luidos. Algumas destas bactérias sédo também capazes de crescer
como fotoautotréficos como hidrogénio moléculas como fonte de energia;

1 Quimolitoautotréficos ¢ oxidam compostos inorganicos reduzidos como o ferro, o azoto ou
enxofre para formar energia eegtrGes para biossintese, sendo a fonte de carbono o diéxido de
carbono.

Algunsquimolitotréficossao também capazes de derivar o seu carbono de fontes organicas e, assim,
serem heterotréficos. Os quimolitotréficos contribuem altamente para a transformagémica dos
elementos que ocorre continuamente no ecossistema.
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Apesar de uma espécie em particular normalmente pertencer a apenas um dos tipos nutricionais,
alguns mostram uma grande flexibilidade metabdlica e alteram os seus padrdes metabodlicos em
respcsta a padrdes ambientais. Por exemplo, vérias bactérias parpura de ndo enxofre actuam como
fotoorganoheterotrofes na auséncia de oxigénio mas oxidam moléculas organicas e funcionam
quimotroficamente a niveis de oxigénio normais. Quando o oxigénio é baiXotossintese e o
metabolismo oxidativo funcionam simultaneamente. Estes microorganismos sao por vezes designados
de mixotréficos porque combinam processos metabolicos. Isto parece complexo e confuso mas fornece
ao seu possessor uma vantagem definitivaseondicdes ambienteis alterarem frequentemente.

Para crescer, um microorganismos deve ser capaz de incorporar grandes quantidades de azoto, fosforo
e enxofre. Apesar destes elementos serem adquiridos a partimdesnas fontes de nutrientes que
fornecem carbono, os microorganismos normalmente usam fontes inorganicas também.

O azoto € necessario para a sintese de aminoacidos, purinas, pirimidinas, alguns carboidratos e lipidos,
cofactores de enzimas e de outras sténcias:

1 Muitos microorganismos s@o capazes de usar azoto em aminoacidos, e a amonia é directamente
incorporada através da accdo de enzimas como a glutamato desidrogenase ou glutamina
sintetase e glutamato sintetase;

1 A maior parte do fototrofes e muitos isroorganismos nao fotossintéticos reduzem nitrato a
amonia e incorporam a amonia,

1 Uma variedade de bactérias (e.g., muitas cianobactérias e a bactéria simBibtzzbium sao
capazes de reduzir azoto atmosférico assimilado usando o sistema nitrogenase.

O fésforo esta presente nos &cidos nucleicos, fosfolipidos, nucleétidos como ATP, varios cofatores,
algumas proteinas e noutros componentes celulares:

1 Quase todos os microorganismos usam fosfato inirganico como fonte de fésforo e incorporam
no directamente

9 Baixos niveis de fosfato limitam o crescimento microbianbambientes aquaticos;

1 E. coliconsegue usar tanto fosfato organico como inorganico. Alguns organofosfatos, como
hexoses6-fosfato, podem ser obtidos directamente por proteinas transportadorasugos
organofosfatos sdo muitas vezes hidrolizados no periplasma pela enzima fosfatase alcalina para
produzir fosfato inorganico, que depois transportado para o interior da célula. Quando existem
fosfato inorganico fora da célula, este atravessa a menwdmxterna pelas porinas e entra
depois na célula;

1 A grandes concentracbes de fosfato, o transporte € provavelmente devido ao sistema Pit.
Quando as concentragdes de fosfato sdo baixas, o sistemalR&pl{atespecifictransport) é
0 mais importante. O disma PST tem uma maior afinidade para o fosfato, e € um
transportadors ABC que usa um proteinas de ligacdo periplasmatica.

O enxofre é necessario para a sintese de substancias como os aminoacidos cisteina e metionina, alguns
carboidratos, biotina e tiamina

1 Muitos microorganismos usam sulfato como uma fonte de enxofre e redumepor reducéo
de sulfato assimilatéria. Por outros lados, alguns requerem uma forma reduzida de enxofre
como cisteina.
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Os microorganismos normalmente crescamreproduzersse quando minerais e outras fontes de
energia, carbono, azoto, fosforo e enxofre sdo fornecidas. Estes organismos tém enzimas e vias
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necessdérias para sintetizar todos os componentes celulares necessarios para-esthenMuitos

microorganisnos, por outro lado, ndo apresentam uma ou mais enzimas essenciais. Assim, ndo sao
capazes de construir todos os constituintes indispensaveis e terdo de os obter ou aos seus precursores a

partir do seu ambiente.

Os componentes organicos necessarios porgeecomponentes celulares essenciais ou precursores de

tais componentes e que ndo podem ser sintetizados pelo organismo séo desigaatives de
crescimentq e existem trés classes:

1.
2.
3.

Aminoacidosg necessarios para a sintese de proteinas;
Purinas e pirimidnas¢ necessarias para a sintese de acidos nucleicos;
Vitaminas ¢ pequenas moléculas organicas que normalmente englobam todos ou parte dos
cofatores das enzimas, sendo que apenas quantidades muito pequenas sustém o crescimento.

As vitaminas podem ter muisduncdes

Metabolismo de um carbono

Vitamina Funcdes Exemplos de microorganismos
Leuconostoc mesenteroidéd)
Biotina Fixacdo de CQcarboxilagéo) Saccharomyces cerevisi@®

Ochoromonas malhamengi&)
Acanthamoeba castallarP)

Cianocobalamina (B)

Rearranjos moleculares
Metabolismo de um carbonq carrega grupos
metilo

Lactobacilluspp. (B)
Euglena gracili§A)
Diatomécias e outras algas
Acanthamoeba castallarP)

Acido félico

Metabolismo de um carbono

Enterococcus faecal{B)
Tetrahymena pyformis(P)

Acido lipéico

Transferéncia de grupos acilo

Lactobacillus caséB)
Tetrahymenaspp. (P)

Acido pantoténico

Precursor da Gé ¢ carrega grupos acilo (oxidac
do piruvato, metabolismo de acidos gordos)

Proteus morgani{B)
Hanseniasporapp. €)
Parameciurspp. (P)

Piridoxina (B)

Metabolismo de aminoécidos (e.g.,
transaminacao)

Lactobacilluspp. (B)
Tetrahymena pyriformiéP)

Niacina (acido nicitinico)

Precursor de NAD e NARQRarrega electrdes e
atomos de hidrogérmi

Brucella abortugB)
Haemophilus influenzaéB)

do piruvato, oxidacéo de-cetoacidos)

Blastocladia pringsheim(F)
: : Precursor de FAD e FM)\tarrega electrdes ou Cgulobact.er vibrioide)
Riboflavina (B) atomos de hidrogénio Dictyosteliunspp. (F)
Tetrahymena pyriformiéP)
Bacillus anthraciéB)
I — Transferéncia de grupaddeido (descarboxilacdo| Phycomyces blakesleeani#

Ochromonas malhameng(8)
Colpidium campylur(P)

(B) bactéria; (F) fungo; (A) alga; (P) protozoario

Muitos microorganismos requerem vas vitaminas. Mas, para além destas vitaminas, também

podemos encontraoutros factores de crescimento
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1 Hemec obtido dos citocromos e da hemoglobulina e € necessaridgemophilus influenzae
91 Colesterolg necessitado por alguns micoplasmas.

O conhecimerd da necessidade de factores de crescimento especificos de muitos microorganismos
torna possiveensaios quantitative de crescimentgara uma variedade de substancias:

1. A bacéria apropriada cresce numa seérie de vasos de cultura, cada um contendo meio com
excesso de todos os componentes necessarios a excepcao do factor de crescimento a ser
testado. Uma quantidade diferente de factor de crescimento € adicionada a cada vaso;

2. A curva padrdo € preparada fazendo um grafico da quantidade do factor de cresciemento
ordem ao crescimento total bacteriano. Idealmente, a quantidade de crescimento resultante &
directamente proporcional a quantidade de factor de crescimento presente;

3. A guantidade de factor de crescimento numa amostra teste é determinada comparando a
extensao do crescimento causado pela amostra desconhecida com o resultado dos padrdes.

Estes ensaios sdo especificos, sensiveis e simples. Sdo também usados no estudos de substancias com
vitamina B, e biotina.

O primeiro paso no uso de nutrientes é uptake de nutrientes necessariogela célula microbiana.
Para isso € preciso ter em conta o seguinte:

1 Os mecanismos de uptake devem ser especificos. Isto é, as substancias necessarias, e nao
outras, devem ser adquiridas, o quermite que a célula ndo redw nutrientes que nao
necessita e confere resisténcia a determinados compostos;

i Visto que os microorganismos normalmente vivem em habitats pobres em nutrientes, eles
devem ser capazes de transportar nutrientes de solu¢desddgupara a célula contra um
gradiente de concentragéo;

1 As moléculas de nutrientes devem passar através de uma membrana plassedicivamente
permeavel que ndo permitira a livre passagem de muitas substancias.

Em virtude na enorme variedade de nutrieate da complexidade da tarefa, ndo € supreendente que os
microorganismos fagam uso de variogcanismos de transporteiferente, como:

1 Difuséao facilitada;
1 Transporte activo;
1 Translocag&o em grupo.

No entanto, microorganismos eucariotas ndo aprecem ustarsslocacdo em grupos, mas recolhem
nutrientes pelo processo dendocitose

Difusado Facilitada

A difusé@o passivanormalmente designada apenas coulifusdq € o processo no qual as moléculas se
movem de uma regido com maior concentracdo para uma de memacentracdo devido a agitacao
térmica aleatdria, sendo que a sua taxa € dependente do tamanho do gradiente de concentracdo entre
o exterior da élula e o seu interior:

1 Um gradiente de concentracdo relativamente grande é necessario para o uptake adeguado d
nutrientes por difusdo passiva (i.e., a concentracdo externa de nutrientes deve ser elevada);
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1 A taxa de uptake diminui quanto mais nutriente € adquirido a ndo ser que este seja usado
imediatamente.

Moléculas muito pequenas, comg®, Q e CQ, e lipossiloveis, como gliceromovemse normalmente
através das membranas pdifusdo passiva. No entanto, moléculas maiores, ides e substancias polares
nao sao capazes de atravessar as membranas por este mecanismo.

Difusao Passiva Difusao Facilitada
Water and water-soluble High / .J
substances (e.g., urea, )
glycerol) and small lipids 7 -
move with a concentration
gradient ) -
2(£)0000 ’ 90 00000
@
AL, =
- - 020000 0 @ 00
3 Ny 2 S 1
1QQAQQAQLAQ QQAQC QQQRQALQ O
(] °
2000000 | 000 oooo‘om =
Cell Transmembrane protein
membrane carrier changes shape
Tube-shaped to facilitate entry and exit
transmembrane - of some nutrients

protein channel (e.g., fructose)

Low

A taxa de difusao através das mieranas selectivamente permeaveis € altamente aumentada pelo uso

de proteinas carregadoras, muitas vezes designgoErsneases que se encontram embebidas na
membrana plasmatica. Como um carregador estd a facilitar o processo de difusdo, este processo €
desgnado dedifuséo facilitada

1 A taxa de difusdo facilitada aumenta como o gradiente de concentragdo muito mais
rapidamente e a menores concentracées de molécula difusora do a difusédo passiva;

1 Os niveis de taxa de difusdo alcancam um plateau acima de wmdelgradiente especifico
pois os carregadores estdo saturados, isto é, a proteina carregadora esta a ligar e a transportar o
maximo de moléculas de soluto possivel,

1 A curva final € semelhante a uma curva enzgsubstrato e € diferente da resposta linear
observada para a difusédo passiva.

As proteinas carregadoras sdo semelhantes a enzin
na sua especificidade para a substancia a <
transportada, sendo que cada carregador é selectivo
ird transportar apenas solutos altamente relacionado:
No entanto, apsar de uma proteina carregadora esta
envolvida, adifusdo facilitada € verdadeiramente
difusdopois

Facilitated
diffusion

Rate of transport

1 Um gradiente de concentrdg através da
membranar dirige 0 movimento de moléculas;

1 Na&ao é necessaria qualquer energia metabdlica

1 Se o gradiente de conceacao desaparecer, 0
movimento cessa.

Passive
diffusion

Concentration gradient
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Contudo, ogradiente pode ser mantido por transformacéo do nutriente transportado noutro composto
ou movendeo para outro compartimento membranoso em eucariotas.

Muito trabalho ja foi feito sobre anecanismo de difudo facilitadae parece que ocorre do seguinte
modo:

1 O complexo proteico carregador atravessa a membrana;

f Quando a molécula de soluto se liga no exterior do transportador, esta proteina muda de
conformacdo e liberta a molécula no interior da célula;

1 O carrgador aletra subsequentemente a sua forma para a conformagédo original e fica pronto
para recolher outra méicula;

1 Assim, uma molécula insoluvel em lipidos € capaz de entrar na célula em resposta ao seu
gradiente de concentragéo.

Como este mecanismo € wjido por gradientes de concentracao, ele é também reversivel. Deste modo,
se a concentracdo de um soluto € maior no exterior, ele irh me@grara o exterior. No entanto, como
a célula metaboliza os nutrientes ap0s a sua entrada, o influxo é favorecido.

A difusé@o facilitada ndo apece ser importante em procariotas porque as concentracdes de nutrientes
sdo muitas vezes menores no exterior da célula de modo que a difusao facilitada ndo pode ser usada no
uptake. O glicerol é transportado por difusdo faadid em E. coli, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas, Bacillus muitas outras bactérias. Por outro lado, este processo para ser mais
proeminente nas células eucariotas onde é usado para transposrtar uma variedade de acuUcares e
aminoacidos.

Transporte Actiw

Apesar dos carregadores da difuséo facilitada serem capazes de mover moléculas para o interior da
célula quando a concentracdo de soluto € maior no exterior da células, estes ndo sdo capazes de
recolher solutos que ja estdo mais concentrados no intetacélulas, isto é, contra um gradiente de
concentracdo. No entanto, os microorganismos normalmente vivem em habitats caracterizados por
fontes de nutrientes muito diluidos e estes devem ser capazes de transportar e concentrar esses

nutrientes.

Assim, osmecanismos de difusdo facilitada ndo sdo sempre adequadosutras vias devem ser
usadas, sendo 0s mecanismos mais importantes nestes casos:

1 Transporte activo;
1 Translocag&o em grupo.
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Otransporte activoé o transporte de moléculas de soluto pal
~ . . Minerals, some sugars, and
concentrgdes mais elevadas, ou contra um gradiente most amino acids move against

~ . Al a concentration gradient with
concentracdo, com o0 uso de energia metabdlica. an input of energy

Como este mecanismo envolve a actividade de proteil e )

L, N . ~ . {4 R
transportadoras, € bastante semelhante a difuséo facilitada % [+

varios modos:

-

1 As proteinas transportadoras, uo permeases, Iigam’c"’0 it 999664

solutos particulares com alta afinidade;

. ~ _ 566 o0 0006¢
1 Moléculas semelhantes sdo capazes de competir pal
mesma proteina transportadora by AP Q ‘ 4
f Ocorre efeito de saturacdo a altas concentracdes o
- o W
soluto. Q [¢] o

No entanto, o transporte activo difere da difus&rxilitada pelo uso de energia metabdlica e na sua
habilidade de concentrar substancias. Assim, inibidores metabodlicos que bloqueiam a producdo de
energia irdo inactivar o trabsporte activo mas nao afectarédo a difusao facilitada (pelo menos a um curto

prazo.

A maior parte dos transportadores usados no transporte activo sdcamsgortadores ABC (ATP
binding cassette transportersyjue estdoactivos em baactria, archaea e eucariotas:

1 Normalmente, consistem em dois dominios hidrofobicos membranares assosiadhs suas
superficies citoplasmaticas com dois dominios de ligacdo a nucelpdndo queos dominios
membranares formam um poro na membrana e os dominios de ligacdo a nucleoétidos ligam e
hidrolizam ATP para dirigir o uptake

1 Usam proteinas especia@e ligacdo ao substrato, que se encontram no espaco periplasméatico
de bactérias grammegativas ou se encontram ligadas a lipidos membranares de face externa da
membrana plasmatica de bactérias grwsitivas Estas proteinas de ligacao ligam a molécula a
ser transportada e interagem com as proteinas transportadoras para mover a molécula de
soluto para o interior da célula

1 E. colitransporta uma variedade de acucares (arabinose, maltose, galactose, ribose) e
aminoacidos (glutamato, histidina, leucina) psteemecanismo

Solute-
binding
protein Periplasm

Transporter

Cytoplasmic
matrix

Nucleotide-
binding
domain ATP ADP

58 P
P,

ATP ADP
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As bactérias também usagradientes de protdesgerados durante o transporte de electrbes para
dirigir o transporte activo e as proteinas membranares responsaveis por este processo nao apresentam

proteinas periplasmaticas de ligacdo ao solespeciaisPodemos ter dois tipos de transporte por este
método:

1 Simportec a lactose permease dge. colié uma proteina unica de peso molecular de 30.000 que
transporta uma molécula de lactose para o interior a0 mesmo tempo que um protdo entra para
a clula, ou seja, ha tranporte de duas moléculas na mesma direc¢cdo. Uma maior concentracao
de protbes é mantida no lado externo da membrana por actividade da cadeia transportadora de
electrées. Aqui, a energia armazenada como um gradiente de protbes ditigesporte de

soluto. E. coltambém usa este mecanismo para recolher aminoacidos e acidos organicos como
succinato e malato;

(H*-ATPase)

) , Outside cell
High proton concentration H* Low lactose concentration
‘ e Lact
©0 © H* actose
)L © Ll
Proton pump \/ 4 Lactose-H*

Proton gradient

Low proton concentration . High lactose concentration
Inside cell

1 Antiporte ¢ um sistema de transporte de sédio efcolibombeiasddio para fora em resposta
ao movimento de protdes para o grior e este gradiente de sédio gerado pode depois dirigir a

recolha de outros nutrientes. Assim, o antiporte consiste neste movimento de substancias em
sentido contrario.

Os sistemas de antiporte, normalmente estdo associados indirectamente a outros ismeaande
transporte dependentes de gradientes, e muitas vezes estes mecanismos consistgradeentes de

ibes sbdio O gradiente de iBes sodio gerado pelo antiporte de protdes dirige o uptake de agucares e
aminoacidos e isso ocorre do seguinte modo:

1. Os potdes sdo bombeados para o exterior da membrana plasmatica durante o transporte de
electroes;

2. O gradiente de protdes dirige a expulsao de ies sédio por um mecanismo de antiporte;

Um ido de sédio ligae a uma proteina carregadora;

4. A forma dos locais degkcdo ao soluto altera e este liga o soluto (p.ex., aminoacidos ou
acucares);

5. A conformagdo do carregador muda de novo de modo que o ido sodio € libertado no lado
interno da membrana seguido de libertacdo do soluto no interior da célula.

w
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As proteinas trasportadoras deE. colicarregam o aclUcar melibiose o aminoacido glutamato por
gradiente de sodio. No enanto, este processo é também importante em células eucariotas onde € usado
na recolha de acucar e aminoacidos, mas aqui € o ATP, em vez de protddsjgguaormalmente o
transporte de sédio em eucariotas.

Normalmente, um microorganismo tem mais de um sistema de transporte para cada nutriente e estes
sistemas diferem em propriedades como a sua fonte de energia, a sua afinidade para o soluto
transportadoe a natureza da sua regulacdo. Esta diversidade atribui ao seu possuidor uma vantagem
competitiva num ambiente variavel.

Translocacdo em Grupo

Muitos procariotas também recolnem moléculas por um outro processo dependente de energia
definido por:

1 Transloca&do em grupo processo no qual uma molécula a transportada para a célula enquanto
€ guimicamente alterada que pode ser classificado como um tipo de transporte dependente
de energia devido ao uso de energia metabdlica.

O sistema de translocacdo em grupoelhor conhecido é osistema fosfoenolpiruvato:agucar
fosfotransferase (PTSg este transporta uma variedade de acUcares para as células procariotas
enguanto as fosofrila usando fosfoenolpiruvato (PEP) como dador de fosfato:

PEP + agucar (exteridmypiruvato + agucaP (interior)

Este mecanismo é complexo e, &ncolie Salmonella typhimuriupconsiste em duasnzimase numa
proteina de peso molecular menor estavel ao calor (HPr):

1. HPre enzimal (El) séo citoplasmaticas;
2. Enzima ll (Ell) € mais varidvel estrutura e € composta por trés subuinidade ou dominios:
1 ENA (normalmente designado Elll) é citoplasmatica e soluvel,
1 EINB é também hidrofilica mas enconga frequentemente ligada a EIIC;
1 EINC é uma proteina hidrofébica que se encontra embebida na marale que confere
especificidade ao sistema de transporte.
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Deste modo, anecanismo de transport®corre do seguinte modo:

1 Um fosfato de anta energia é transferido de PEP para Ell com a ajuda de El e HPr;
1 Depois, uma molécula de acucar é fosforilada entu@&ncarregada através da membrana pela
Ell.

Mannitol-1-P

OOOOOOOOOOC0)
LOOOLOLVOLOLO

\

® >®

§
Mannitol
e J
PEP EI HPr~®) Glucose-6-P
Pyruvate El~® HPr ‘k—’ ® @
Glucose
1IC

Cytoplasmic
matrix

OOOOOOOOOOOOCH
LLOLOLVLLOLOLOOU

Periplasm

COOOOOO0)
99999595900

A Ell transporta apenas acUcares especificos e varia com o PTS, enquanto a El e a HPr sdo comuns el
todas as PTSs. Este sistema esta altamente destribuido em procariotas. A expecdo de algumas espécies
de Bacilus que apresentam ambos os sistemas de glicélise e fosfotransferase, bactérias aerobicas néo
apresentam PTSs.

A maior parte dosarboidratos transportados por PTSnE. colséo:

1 Glucose; I Sacarose;
1 Frutose; 1 N-acetilglucosamina;
M1 Manitol; 1 Celobiose

No ertanto, para além do seu papel no transporte, as proteinas PTS sdo capazes de actuar também
COmMo quimoreceptores para a quimiotaxia.

Uptake de Ferro

Quase todos os microorganismos necessitam de ferro para o uso de citocromos e varias enzimas. No
entanto, o uptake de ferroé dificultado pela insolubilidade extrema do ferro férrico *{Fe seus
derivados, 0 que leva a exista uma pequena quantidade de ferro livre para transporte.

Muitas bactérias e fungos ultrapassaram esta difuldade secretamtdwoferos que sdo moléculas de
baixo peso molecular que sao capazes de complexar ferro férrico e fdmaa=élula:

1 S&o normalmente hidroxamatos ou fenolatescatecolatos;
9 Trés grupos siderdferos podem complexar com as orbitais do ferros para formar um complexo
octaedrico, hexacoordenado.
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Ferrichrome Enterobactin
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Microorganismosdiferentes secretam sideroferogliferentes quando pouco ferro esta disponivel no
meio. Assim que o complexo fersideroferochega a superficie celular, ele iga a uma proteina
receptora de sideroferoDepois o ferro € libertado para entrar na célula directamente ou o complexo
inteiro é transportado para o interior por um transportador ABC. Depois do ferro entrar na célula, este
reduzidoa forma ferrosa (F&).

Como o ferro € tdo crucial para 0os neicrganismos, estes devem usar mais de uma via para o uptake
de ferro para assegurar um fornecimento adequado.

CRESCIMENTO MICROBINO

Curva de Crescimento

O crescimentopode ser definido como um aumentms constituintes celulares e pode ocorrer de dois
modos:

1. Pode resultar de um aumento do numero de células quando os microorganismos se reproduzem
por processos como fissdo binaria, sendo que as células individuais aumentam de tamanho e
dividemse para originar duas células filhas de tamanho semelhante;

2. Poce resultar quando células simplesmente aumentam de tamanho, 0 que ocorre em
organismos multinucleados, em que as divisbes nucleares ndo podem ser acompanhadas por
divisaos celulares.
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N&o é normalmente conveniente investigar o crescimento e reproducéo cleonganismos individuais
devido ao seu pequeno tamanho. Assim, estada crescimento seguindo alteragdes no numero total
da populacéo, analizandocarva de crescimento de uma cultura microbiana

1 Quando os microorganismos sao cultivados num meio liquedtes sdo incubados num vaso de
cultura fechado com um unico fornecimento de meio;

1 Como néo é fornecido meio fresco, as concentragdes de nutrientes caiem e as concentracdes de
desperdicios aumentam;

1 O crescimento de microorganismos em reproducdo poadissindria pode ser representado
como o logaritmo de células viaveis em funcdo do tempo de incubacédo e a curva resultante
apresenta quatro fases distinctas.

Stationary phase

Exponential (log)
phase

Death
phase

Log number of viable cells 5.

Time —>»
Fase Lag

Quando microorganismos sao introduzidos em meio de cultura fresco, normalmente naae ocorr
aumento do numero de células imediato e, assim, este periodo € desigaadolag No entanto,
apesar de nao ocorrer divisdo celular nem aumento da massa celular, a célula esecansintetizar
Novos componentes.

Uma fase lag antes do inicio da divisdicialpode ser necessario por uma variedade de razdes

1 As células podemes velhas endo apresentar ATP, cofactores essenciais e ribossomas, que
devem ser sintetizados antes do crescimento comecar;

1 O meio pode ser diferente daguele onde os microorganiseresciam, sendo necessarias novas
enzimas para usar nutrientes diferentes;

1 Os microorganismos podem estar danificados e, assim, necessitam de tempo para recuperar.

Independentemente da causa, as célulasegeipamse com nova maquinaria, replicam o sBNA,
comecgam a aumentarre massa e finalmente dividese, o que faz com que estas seja uma fase de
adaptacéo.

A fase lag varia consideravelmente em tamantmom a condicdo dos microorganismos e com a
natureza do meio:

i Esta fase pode ser relativamente longg o indculo for de uma cultura velha ou de uma que
tinha sido refrigerada e se for feita a inoculagcdo de uma cultura num meio quimicamente
diferente;

1 Quando uma cultura jovem, crescendo vigorosamente em fase exponencial, é transferida para
meio fresco cona mesma composicao, a fase lag sera mais curta ou mesmo ausente.
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Fase Exponencial

Durante afase exponencialou fase log, os microorganismos cresceendividemse a taxa maxima
devido ao seu potencial genético, natureza do meio e condi¢des sob as rpsasn:

1 A taxa de crescimento é constante durante esta fase, isto €, os microorganismos eieicem
duplicam o seu numero em intervalos regulares;

1 Como cada individuo de divide a momentos ligeiramente diferentes, a curva de crescimento
aumenta suavementem vez de em degraus discretos

1 A populacdo € mais uniforme em termos de propriedades quimicas e fisicas durante estas fase
e, assim, culturas em fase exponencial sdo normalmente usadas em estudos bioquimicos e
fisiolégicos.

Podemos ter dois tipos de cresento durante esta fase:

1 Crescimento equilibrada; todos os consituintes celulares sdo sintetizados a taxas constantes
relativamente a cada um, o que ocorre em situacdes de homeostasia,;

1 Crescimento desiquilibradag ocorre quando os niveis de nutrientes awtras condicdes
ambientais mudam. Durante este crescimento as taxas de sintese de componentes celulares
variam relativamente a cada uma até que um novo estado de equilibrio seja alcancado, sendo
sintetizados em maior taxas aqueles componentes necesgaarasultrapassar o desiquilibrio.

Quando o crescimento microbiano € limitado pela baixa concentracdo de um nutriente necessario, o0
crescimento das células aumenta com a quantidade inicial@eutriente limitante presente. No
enatanto, a taxa de crescim® também aumenta com eoncentracdo de nutrientesnas de um modo
hiperbdlico como observado para as enzimas. A forma da caflete a taxa de uptake de nutrientes
pelas proteinas de transporte microbianas. A niveis de nutrientes suficientemente etevadistemas

de transporte estdo saturados e a taxa de crescimento ndo aumenta com o aumento da concentragcao
de nutrientes.

Growth rate (hr')

Total growth (cells or mg/ml)

Nutrient concentration Nutrient concentration
Fase Estacionaria

Eventualmente, o crescimento populacional cessa e a curva de crescimentesehmizontal. Esta
fase estaadnarianormalmente é atingida pela bactérias a um nivel populacional de cerca’délltas
por ml, mas outros microorganismos néo alcancammdansidads populacionais:

1 O tamanho final da populacdo depende da disponibilidade de nutrientes e de outtoses
tal como do tipo demicroorganismo a ser cultivado;

1 O numero de microorganismos viaveis mantsenconstante o que pode resultar de um balanco
entre a divisdo celular e a morte celular, ou a populagdo pode simplesmente parar de dividir
mantendose netabolicamente activa.
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As populagdes microbianas entram na fase estacionariadooas razoes

1 Se um nutriente € severamente esgotado, o crescimento da populagcdo abrandara. Organismos
aerdbicos muitas vezes séo limitados pela disponibilidade,d® ©xignio ndo é muito soluvel
e pode ser esgotada tao rapidamente que apenas a superficie da cultura tera uma concentracao
de Q adequada para crescer. As células por baixo ndo serdo capazes de crescer a hdo ser que a
cultura seja agitadau arejada de outro mao;

1 O crescimento da populacdo também pode cessar devido a acumulacdo de produtos téxicos.
Este factor limita o crescimento de muitas culturas anaerobicas. Por exemplo, streptococci sao
capazes de produzir tanto acido lactico e outros acidos organicositdusafermentacédo de
acucares que o seu meio torsa acidico e o crescimento € inibido;

1 O crescimento da populacdo também cessa devido a deplecédo de agucares, no caso de culturas
streptococcais;

1 Existe também alguma evidéncia de que o crescimento paradguam nivel populacional
critico é alcancado.

Assim, a entrada na fase estacionaria pode resultar de varios factores a operarem em concerto.

As bactérias em cultura fechada podem entrar em fase estacionaridl®@ LIz a il t aF2YS:
alimento), o que provavelmente ocorre muitas vezes na natureza tal como em ambientes que
apresentam baixos niveis de nutrientes. Este caso pode ser uma experiéncia positiva para as bactérias:

1 Muitas das bactérias namespondem com alteracBemorfologicasébvias como formaio do
endoesporo, mas apenas dimunem de algum modo de tamandtomalmente acompanhado
de encohimento do protoplasto e condensacéo do nucledide;

1 As alteragdes mais importantes encontr&® na expressao génica e na fisiologia.

Bactériascom falta de alimeto produzem uma variedade d&oteinas stravation que tornam a célula
muito mais resistente ao dano de varios modos:

1 Aumentam o crostink do peptidoglicano e a for¢a da parede celular;
91 As proteinas Dps (DN#inding protein from straved cells) protegenDiNA;
1 As chaperones previnem a desnaturacdo das proteinas e renaturam proteinas danificadas.

Como resultado destes e muitos outros mecanismos, as células em estado de falta de alimente tornam
se mais dificeis de matar e mais resistentes a falta de alionemt si s6, ao dano por alteracfes de
temperatura, ao dano oxidativo e osmotico e a quimicos téxicos como cloro!

Estas alteracdes sao tdo efectivas que algumas bactérias sdo capazes de sobreviver a falta de alimento
durante anos e podem tornar as bactériaais virulentas.

Fase de Morte

Aletracbes ambientais prejudiciais como privacdo de nutrientes e acumulacdo de compostos toxicos
levam a um declino do numero de células viaveis caracteristifasgade morte:

1 A morte de uma populacdo microbiana, tal conmw seu crescimento exponencial, €
normalmente logaritmica, isto €, uma proporcao constante de células morre todas as horas.
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Normalmente, a unica forma de decidir se uma célula bacteriana € viavel € incubamgo meio
fresco: se a célula ndo crescer neenreproduzir, € assumida como morta. Assim, defiseamorte
como a perda irreversivel da habilidade de se reproduzir.

Apesar da maior parte de uma populagcdo microbiana morrer de um modo logaritmico, a taxa de morte
devera diminuir antes da populacdo skasticamente reduzida. Isto dexge a sobrevivéncia extendida
de células particularmente resistentga que nesta fase ocorre a formacao do esporo.

Matematica do Crescimento

O conhecimento das taxas de crescimentiorante a fase exponencial é indispensiaypois os estudos
destas taxas contribuem para a base da investigacéo fisiologica e ecologica e para a soulgédo de varios
problemas aplicados nadustria.

Durante a faseexponencial cada microorganisnse
divide em intervalos constantes, assim, a popata
duplicara em numero durante um periodo especific

designadaempo de geracamu doubling time. 1500

Por exemplo, gponhase que um tubo de culturé
incubado com uma célula que se divide a cada
minutos:

1 A populacdo sera 2 células apéds . 1.000
mminutos, 4 céllas apds 40 minutos, e po

diante.

Number of cells (———=9)
Log,, number of cells (0———0)

Como cada célula se duplica a cada geracac

aumento da populaca@ sempre: 0.500

¢ R ¢nimero de geragdes

O aumento da populagéo resultante & exponencie ' | | | 0,000
ou |OgaritmiCO| 0 20 40 60 80 100 120

Minutes of incubation

Estas observacdes podem ser expressas cagnacoes para o tempo de geragasendo:

0 namero inicial da populagéo 0  populacdo no momento ¢ numero de geragGes no momento

. . . 1 10C 1 10C 1 T6C 1 10C

0 0 g | 10C | 10C €1 1 E —————HY & ————

A taxa de crescimento durante a fase exponencial em cultura feghadia ser expressam termos da
constante da taxa de crescimento méd gue consiste no numero de geracdes por unidade de
tempo, normalmente expressa como geracdes por hora:

. & 1710C 1 71oC
) o TP
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O tempo que € necessario para uma popula¢
duplicar em tamanho, isto €, d@empo meédio de

geracao | ), pode agora ser calculado pois: . Expo;;r;izu (log)
6 Q 0 cb |
o [ quv 1 T6C 1 1c¢C i V'I'GC} 1 T6C P
o TR Tio TQ Qb
Otempo medio de geracaq) € o inverso da %
constante da taxa média de crescimen(iq. g i R et
Assim: §
1 O tempo médio de geracdoQ pode ser

determinado directamente apartir do gréficc
semtlogaritmico;
1 A constante de taxa de crescimento pode s

Lag phase
calculada apartir do valor dé&q;
1 O tempo de geracdo tambémpode ser . . ,
calculado directamente das equac0e 0 1 2 3 4 5
anteriores. Time (hours) g

Os tempos de geracaovariam bastante com as eSpies de microorganismos e coas condicdes
ambientais, podendo variar entre menos de 10 minutos (0,17 h) para algumas baatérigwios dias

em algus microorganismos eucariotas. No entanto, € necessario ter em conta que os tempos de
geracdo na natureza sao normalmente muito maiores do que em cultura:

Bactéria Meio de cultura Tempo de geragdo
Escherichia coli Glucosesais MT Q
Bacillus megaterium Saarosesais Hp Q
Streptococcus lactis Leite HCQ
Streptococcus lactis Caldo lactosado ny Q
Staphylococcus aureus /' FfR2 &1 SFENI A|270nQ
Lactobacillus acidophilus Leite 66y T Q
Rhizobium japonicum Manitol-extracto de levedura | 344n c m Q7,%h)p Z p
Mycobacterium tuberculosis sintético 792932 (1316 h)
Treponema pallidum In vivo(coelho) 1980 (33 h)

Existem varioamodos de quantificacdo do crescimento microbiarmara determinar as taxas de
geracao e os tempade geracao:

1 Aumento do numero de células;
1 Aumento da massa total da populacéo.

No entanto, ndo existe uma técnica que seja sempre a melhor, sendo que a abordagem adequada
dependera da situacao experimental.

Quantificacdo do Numero de Células
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O modo mais Bvio de determinar nUmeros microbianos é atravésdatagem directa

1 Céamaras de contagem de Petrdffaussersdo usadas na contagem de procariotas;
1 Hemacitometrogpodem ser usados na contagem de procariotas e eucariotas.

Cover slip
L N/
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Bacterial suspension  Location of grid

Overflow troughs
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Asvantagensdeste método séo:

1 Ouso de uma camara de contagemaéif;
f E um métoddbarato e relativamente rapido
f E capaz de daambém informacesobre o tamanho e a morfologia dos microorganismos.

No entanto, existem algumakesvantagensesta técnica:

1 A populacdo microbiana deve seglativamente grande para uma contagem precisa pois as
camaras levam pouco volume de solugéo bacteriana;

{ E difidl distinguir entre células mortas ou vivas nas camaras de contagem sem o uso de técnicas
especiais.

Os procariotas sao mais facilmente contadestas camaras se forem coloridos, ou quando é usado um
microscopio de contraste de fases ou de florescéncia. Estas camaras apresentam uma profundidade
conhecida e uma grelha no fundo, sendo posdwaér a contagenmo microscopio a uma amplificacado
espeificae cacularo nimero de microorganismos numa amostra

1 Visto que existem 25 quadrados a cubrir uma area de f,mmumero total de bactérias em 1

mm? de camaraé & ¢ to ST & QW ORIO GQI Qb
f A camaa tem 0,02 mm de profundidade® ¢ td ST & QW OO HQI QB
VTt

Microorganismos maiores, como protozoarios, algas e levaduras néo filamertersadgm podem ser
guantificados directamente através de quantificadores electronicos com@uantificador Coulter
(quantificador de particulas)

1. Uma suspensédo microbiana é for¢cada atrade€sim pequeno orificio;

Joana Maria Soares Pereira 96



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

2. Uma corrente eléctrica flui através do dcib e eléctrodos de ambos os lados do orifico medem
a sua resisténcia eléctrica;

3. Sempre que uma célula microbiana passa através do orificio, a resiténcia eléctrica aumenta (ou
a condutividade cai) e a célula é contada.

O Quantificador de Coulter fornecesultados precisos com grandes células e é extensivamente usado
em laboratérios hospitalares para quantificar eritrocitos e leucdcitos. No entanto, ndo é util na
contagem de bactérias devido a inferéncia de pequenas particulas, a formacao de filamerdtts,.

Como as camaras de contagem e 0s quantificadores electronicos fornecem contagerdasieago
células, tanto vivas como mortas, existem varécnicas deontagem de bactérias vidveiou seja,
técnicas especificas para células que sdo capaze®sieec ede se regoduzirem

Normalmente, a contagem €& feita com maior precisdo pelo uso de um quantificador de coldnias
especifico. Assim, a técnica de sprgdate ou pourplate devem ser usadas para encontrar o nimero
de microorganismos numa amostra pgdrocesso delaqueamento de diluicbes

1. Uma amostra diluida de bactérias ou outros microorganismos € dispersa sobre uma superficie
de agar sélida;
2. Cadamicroorganismau grupo de microorganismos desenvebe num coldnia distincta;
3. O numero original de rfoorganismos viaveis na amostra pode ser calaculado através do
numero de colonias formadas e da diluicdo da amostra (dewscolher a palca com cerca de
9ml

30-300colodnias).
broth +

1ml —F~ /1:10 1:100 /1:1,000 / 1:10,000 1:100,000
original /' / dilution dilution " dilution / dilution / dilution
culture

(a) =/ N/ / J ‘ :/ . -

1ml original \
culture

0.1 ml

of each
transferred
to a plate

0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

( ) (K ) K ) ) |

(b)
Incubation \

period

Too numerous to count 'I?N'I?C 65 cz)lc;nies 6 a;lo;\ies 0 colonies
(<) (TNTC)

As técnicas de plaqueamento apresentam alguuzagagens

9 Sé&o técnicas simples;

1 Sé&o bastante sensiveis;

1 Podem ser usadas para quantificagdo de bactérias e outros microorganismos viaveis em
amostras de alimentos, agua e solo.
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No entanto, existem varigsroblemas que podem levar a quantificées inprecisas

1 Baixas contagens podem sebtwas que aglomerados de células ndo forem quebrados e os
microorganismos bem diggrsos;

i Baixas contagens podem ser obtidas se 0 meio de agar empregue nao suportar o crescimento de
todos 0s microorganismos niaveis presentes;

1 O agar quante usado no poplate podem danificar ou matar células sensisveis, sendo que as
técnicas de espalhamento por vezes podem dar contagens superiores.

Como néao € possivel ter a certeza absoluta de que cada col6nia teve origem numa célula individual, os
resultados sdo normalmeeatexpressos enunidades formadoras de col6nias (CFen vez de em
numero de microorganismos

Por outro lado, também se podem determinar nimeros microbianos através da contagem de colénias
em crescimento enfiltros membranaresespeciais que apresentam parauficientemente pequenos

para aprisionar bactérias. Esta técnica é desigrigitacdo em membranae é bastante Gtil na analise

de amostras aquaticas:

1. Uma amostra é filtrada através de um filtro membranar especial;

2. O filtro é depois colocado num meio dgar, ou numa placa com meio liquido, e incubado até
gue cada célula forme uma colonia separada;

3. A contagem das colbnias fornece o nimero de microorganismos na amostra filtarada e podem
ser usados meios especiais para seleccionar microorganismos esgecifico

Membrane filter
/ removed and

/" placed in plate
containing the
appropriate
medium

Water sample filtered
through membrane
filter (0.45 um)

Incubation

Typical
for 24 hours ypica

colonies

Quantificacdoda Massa Celular

Aumentos na massa total de células, tal como do numero de células, acompanham o crescimento
populacional.assim, técnicas dgantificacdo de alteracdes na massa celupdem ser usadas para
acompanhar o crescimento dema colénia. Podemos fazer de trés modos distintos:
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1.

3.

Determinacdo do peso secq células em crescimento num meio liquido s&o recolhidas por
centrifugacdo, lavadas, secas num forno e pesadas. Este € o método mais dorecto e é
especialmente Gtil na quantificdo do crescimento de fungos. No entanto, leva bastante tempo

e ndo é muito sensivel. Como as bactérias pesam tdo pouco, seria necessario centrifugar varias
centenas de mililitros de cultura para recolher uma quantidade suficiente;

Quantificacdo de condtilintes celularesg se a quantidade de uma substancia de uma céarla
constante, a quantidade total de constituintes celulares é directamente proporcional & massa
microbiana totat. Por exemplo, uma amostra de células lavadas recolhidas de um volume de
meio conhecido podem ser analizadas para o total proteico ou de azoto, sendo que um
aumento da populacdo serd refelctida por niveis proteicos totais aumentados. De modo
semelhante, podemos determinar a quantidade de clorofila para medir populacdes de a@gas e
guantidade de ATP para estimar a quantidade de massa microbiana viva;

Turbidimetriag baseiase na refrac¢do da luz por bactérias, sendo nép&ea e sensivel.

Técnicas mais rapidas e sensiveis, contorlidimetria, dependem do facto das células nobranas
refractarem a luz que as atinge. Como as células microbianas numa popula¢do apresentam tamanhos
relativamente constantes, a quantidade de luz refractada sera directamente proporcional a biomassa de
células presentes e indirectamente relacionada epnumero de células:

T

Quando a concentracdo de bactérias atinge cerca de 10 milhdes de células por mL, o0 meio
aparece turvo;

Aumentos na concentragdo resultam numa maior turvagdo e menos luz é transmitida atarvés do
meio;

A extensao de refreccdo de luz gosger quantificada por um espectrofotémetro e relaciess

guase linearmente com a concentracao bacteriana a baixos niveis de absorvancia;

Assim, o crescimento populacional pode ser facilmente medido espectrofotometricamente
enquanto a populagéo é grandesaficientemente para fornece uma turvacao detectavel.

S . —

Direct light cx‘j
1
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As populacdes bacterianas ndo constiruem colec¢gBes de individuos a crescer e a compsetarem
independentemente. As bactérias sdo capazes de comunicar entree stomportamse
cooperativamente. A principal forma disto ser alcancado € através de um processo conhecido como:

1 Quorum sensing (ou autinducgéo)c fendmeno no qual as bactérias monitorizam a sua propria
densidade populacional através da percep¢do dosisige moléculas sinalizadoras, por vezes
designadasauto-indutores porque sao capazes de estimular a célula que as produz. Este
processo é observado em gramegativo e em grarpositivo.

A concentracdo destas moléculas sinalizadoras aumenta ao longo goeutagfio bacteriana cresce
gté que alcanca um limite especifico e sinaliza a bactéria que a densidade populacional alcangou um
nivel critico ouguorum

Este mecanismo tem udptimo sentido pratica

1 Se compostos produzidos pelas bactérias fossem libertagdesas por algumas bactérias, eles
iriam difundirse e ndo seriam eficientes devido a dilui¢ao;

1 Com o controlo do quorum sensing, a bactéria alcanca uma densidade populacional elevada
antes de libertar esses compostos e, como consequéncia, 0S niveis deostos s&o
suficientemente concentrados para exercerem efeitos significativos.

Isto constitui uma vantagem no corpo do hospedeiro tal como em habitats solidos ou aquaticos. Se um
patogénio conseguir alcancar niveis elevados num local particular antes odieizpr factores de
viruléncia e escapar para tecidos vizinhos, ele tem maior possibilidade de-atextea as defesas do
hospedeiro e espalhase mais facilmente.

O quorum sensing foi primeiro descoberto dractérias gramnegativase é melhor conhecido rses
microorganismos:

1 Os sinais mais comuns s&eiHactonas homoserina (HSLgjue sdo pequenas moléculas
compostas por cadeias acil de 4 a 14 atomos de carbono ligadas por uma ligacdo amida a uma
lactona homoserina. A cadeia acil devera ter um gruetm ©®u um grupo hidroxilo no seu
terceiro carbono;

1 Quando as acil HSLs alcancam um nivel suficientemente elevado, ligam a locais alvo no DNA e
estimulam a transcricdo de gene quortg@nsiveis;

1 O gene necessério para sintetizar acil HSL é também produmiduificando o efeito pela
producéo e secrecdo de mais moléculas anttutoras.

(0] (6]
/\)k T
R T o . .\< « o o HSLS N\
H HSLS | "y @ f @ & @
. - AcylHSL  Quorum-dependent
Acyl chain Homoserine synthase proteins
lactone 3
El\
@) mRNA
[E] f
DNA
o /

Joana Maria Soares Pereira

100



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

Muitos processos sensiveis a sinais acil HSho quorum sensing foram ja identificados em bactérias
gramnegativas:

Producao de biduminescéncia poYibrio fisbersi;

Sintese e libertagcéo de factores de virulénciaRseudomonas aeruginosa
Conjugacao de material genético pdgrobacterium tumefaciens

4. Producéo de antibi6ticos pd&rwinia carotovora Pseudomonas aureofaciens

wnN P

As bactérias grampositivas também regulam actividades por quorum sensing, muitas vezes usando
sinais oligopéptidos:

1 Reproducéo enknterococcus faecalis

Inducdo de competéncia eStreptococcus pneumoniae

Estimulagcédo da esporulacao éacillus subtilis

Producao de muitas toxinas e outrogt@res de viruléncia pdstaphylococcus aureus
Desenvolvimento de micelaséeeas eproducdo de estreptomicin@m Streptomyces griseus
Neste caso, 0 sinal serabutirolactona em vez de oligopéptidos.

= =4 =4 =4

O quorum sensing estd tembém envolvido na formacaobidilmes pelo patogénid®seudomonas
aeruginosa tornando a bactéria ainda mais patogénio devido a maior acumulacdo de acil HSLs e a
maior dificuldade de remocéao.

O quorum sensing é um exemplo de comportamento multicelular onde as células sdo capazes de
comunicar e coordenar a sua actividade para actuar como uma unidade.

Em contraste com o crescimento de microorganismos em meio fechado, € possivel crescer
microorganismos em:

9 Sistema aberto- um sistema cm condices ambientais constantes mantidas atsad®d
fornecimento continuado de nutrientes e pela remoc¢éo continua de desperdicios.

Estas condi¢cdes sdo igualadas no laboratério porsistema de cultura continuasendo que uma
populacdo microbiana pode senantida em fase de crescimento exponencial e a uma concentracdo de
biomassa constante por periodos extendidos:

1 Quimiostato,
9 Turbidostato.

O quimiostato é construido de modo que meio estéril é introduzido num vaso de cultura a mesma
velocidade que meio etendo microorgansimos é removido

1 O meio de cultura possui um nutriente essencial (e.g., um aminoacido) em quantidades
limitantes;

91 Devido a presenca de um nutriente limitante, a taxa de crescimento € determinada pela taxa
pela qual o novo meio € adicionacha camara de crescimento e a densidade celular final
depende da concentragao do nutriente limitante.

Joana Maria Soares Pereira 101



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

A taxa de troca de nutrientes é expressa caaxa de diluicdo
() e consiste na taxa pela qual o meio flui atarvés do vasc
cultura relativamente ao volume do vaso, ondeé a taxa de
fluxo (mL/hr) e é o volume do vaso (mL): { Fresh medium

0 "Jw

Tanto o nivel de populacdo microbiana como o tempo /Comrolvalve
geracao estao relacionad com a taxa de diluigéao: '

1 A densidade de populacdo microbiana mantsen .
inalterada numa grande gama de taxas de diluicéo; supply /
1 O tempo de gracdo decai (i.e., a taxa de crescime :?Iitrer
aumenta) quando a taxa de diluicAo aumenta pois
facto do nutriente limitante star sempre a ser
adicionado faz com que o seu efeito ndo seja sentido; f:;;‘j;e
1 Se a taxa de diluicdo for muito elevada,
microorganismos podem ser eliminados do vaso
cultura antes de se reproduzirem pois a taxa de diluig
€ maior que a taxa maxima de cresento e a Receptacle
concentracdo de nutriente limitante aumenta porque
pouco microorganismos &&b presentes para o usatr;
1 A taxas de diluicdo muito baixas, um aumentoQIprovoca um aumento na densidade celular
e da taxa de crescimento devido ao aumento da cotre€do de nutrientes.

Co0ooo0o00ccoc00dg
A=

(-}

Apenas um fornecimento limitado de nutrientes esta disponivel a taxas de diluicdo baixas. Muita da
energia disponivel deve ser usada na manutencéo da célula e ndo para o crescimento e reproducao.
Quando a taxa de diluicho aumenta, aagtidade de nutrientes e da densidade cesular resultante
aumenta porque existe energia disponivel para a manutencéo e para o crescimento.

Aimportancia dos métodos de cultura continuaaseiase em varios aspectos:

f E importante na obteng&o de células ersdaxponencial de crescimento, crescendo a uma taxa
conhecida;

1 Permite o estudo do crescimento a concentracdes baixas de nutrientes, préximas das
encontradas na natureza;

1 Permite o estudo de interaccfes de microorganismos em condi¢cdes semelhantes asadant
em ambientes aquaticos;

f E bastante pratico na microbiologia industrial.

Os microorganismos devem ser capazes de responder a variacbes nos niveis de nutrientes e,
particularmente, a limitacdo de nutm¢es. Para além disso, o crescimento de microorganismos é
também altamente afectado pela natureza quimica e fisica das suas vizinhancgas.

O conhecimento das influéncias ambientais ajuda no controlo do crescimento microbiano e o estudo da
distribuicdo ecolgica dos microorganismos!

Joana Maria Soares Pereira 102



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

A habilidade de alguns microorganismos se adaptarem a ambientes extremos e indspitos € notavel e os
procariotas estdo presentes em qualquer local onde possa existir vida. Muitos habitats onde procariotas
se encontram mataria outorganismos e procariotas corBacillus infernusdo capazes de vivete

1,6 Km abaixo da superficie terrestre, sem oxigénio e a temperaturas acima°’@sA88im definse:

1 Extremdfilos¢ microorganismos que cresceam condicdes extremas.

Gonforme a esposta dos microorganismasvariosfactores ambientais estes podem ser classificados

de varios modos:

Termo descritivo |

Definicédo

Microorganismos representativos

Solutos e actividade da agua

Osmotolerante

Capaz de crescer em varias gamas de activida
da agua ou concentragcdo osmotica

Staphylococcus aureus, Saccharomyc
rouxii

Necessita de altos niveis de cloreto de sédio,

Halobacterium, Dunaliella,

Halofilo normalmente acima de 0,2 M, para crescer Ectothiorhodospira

pH

Aciddfilo Crescimento éptimomtre pH 0 e 5,5 SUIfOI(.)bUS’ Plcrgph|lus, Ferrpplasma,
Acontium, Cyanidium caldarium

Neutrofilo Crescimento 6ptimo entre pH 5,5 e 8,0 Escherichia, Euglena, Paramecium

Alcalofilo Crescimento éptimo entre pH 8,5e 11,5 Bacillus alcalophilus, Natronobactemu

Temperatura

Psicrofilo Cresce bem a°C e apresenta uma temperatura| Bacillus psyhrophilus, Chlamydomona

de crescimento 6ptima de 28 ou mais baixo

nivalis

Psicotroéfico

E capaz de crescer a7€C. Apresentam um
crescimento Optimo entre 20 e 30 e um
méximo a 35C

Listeria monocytogenes, Pseudomona
fluorescens

E. coli, Neisseria gonorrhoeae,

Mesofilo Apresenta um crescimento 6ptimo a-28°C . -
Trichomonas vaginalis
. o L Bacillus stearotermophilus, Thermus
e E capaz de crescer a°850u mais; 6ptimo entre . - .
Termdfilo aquaticus, Cyanidium caldarium,

55 e 65C

Chaetomium thermophile

Hipertermotréfilo

Apresenta um crescimento optimo entre 80 e
113C

Sulfolobus, Pyrococcus, Pyrodictium

Concentracdo de oxigénio

Aerdbio obrigatério

Completamente dependente de,@tmosférico
para crescer

Micrococcus luteus, Pseudomonas,
Mycobacterium a maior parte das
algas, fungos e protozodrios

Anaerodbio N&o requer @para crescer, mas cresce melhor | Escherichia, Enterococcus,
facultativo sua presenca Saccharomyces cerevisia
Anaerdébio Cresce igualmente bem na presencga ou aisénc
Streptococcus pyogenes

aerotolerante de G
Anaerdébio - Clostridium, Bacteroides,

L N&o tolera @e morre na sua presenca . .
obrigatorio Methanobacterium, Trepomonas agilis

Microaerofilo

Requer niveis dé&, abaixo de 210% para cresce
e é danificao pelo £atmosférico (20%)

Campylobacter, Spirillum volutans,
Treponema pallidum

Pressao

Barofilo

Cresce mais rapidamente a altas pressdes
hidrostéaticas

Photobacterium profundum, Shewanel
banthica, Methanooccus jannaschii
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Solutos e Actividade da Agua

Como uma membrana plasmatica selectivamente permeavel separa 0s microorganismos do seu
ambiente, eles podem ser afectados @dteracdes na concentracdo osmotickas suas vizinhancas:

1 Se um microorganisméor colocado numasolucdo hipotdnicgcom concentracdo osmatica
maior), a agua entra na célula e faz com que ela rebente a nédo salgmeeja feito para o
prevenir;

1 Muitas bactérias, algas e fungos apresentam paredes celulares rigidas que mantém a frma
integridade da célula e quando estes sdo colocados nsmh#cdo hipotdnicaa dgua sai e a
membrana plasmatica encolhe. Isto desidrata a célula e pode danificar a membrana plasmatica.
A célula fica muitas vezes metabolicamente inactiva e deixa deecresc

H,0 H,0 ,',Hzo z H,0

Turgid (normal) Flaccid Plasmolyzed

Solucgéo hipotaica Solucao isoténica Solucao hiperténica

Nos casos de turgecéncjaa concentragcdo osmética do citoplasma pode seduzida por varios
mecanismos

1 A presenca de corpos de inclusdo diminui a concentragdo osmotica;

1 Os procariotas podem conter canais sensiveis a pressdo que abrem parsirmprends solutos
escapem quando a osmolaridade do ambiente se torna menor do que a do citoplasma

1 Como os protozoarios ndo apresentam uma parede celular, estes usam vacuolos contracteis
para eliminar o excesso de agua quando vivem em ambientes hipogdnico

Por outro lado, muitos microorganismos mantém a concentracdo osmotica do seu protoplasma acima
da do seu habitat pelo uso de solutos compativeis, de modo que a membrana plasmatica se encontra
sempre pressionada contra a parede celular e a plasmoélisenéatida.Definese:

1 Solutos compativeis, solutos que sdo compativeis com o metabolismo e o crescimento quando
se encontram a altas concentracdes intracelulares.

O uso de solutos compativeislifere entre microorganismos, sendo que diferentes microorgaagsm
usam diferentes tipos de solutos para aumentar a concentragdo osmética intracelular:

1 A maior parte dos procariotaaumenta a sua concentracdo osmética interna num ambiente
hiperténico através da sintesou do uptake decoling, betaing prolina, &ido gutamicoe outros
aminoécidos, e através do aumento dos niveis de potassio;

1 Algas e fungossam sacarose e polidis, como arabitol, glicerol e manitol;

1 Algunsprocariotas comdialobacterium salinariuPaumenta a sua concentracdo osmotica com
ibes de potassioAs suas enzimas foram alteradas de modo a que estes procariotas necessitam
de altas concentracdes de sal para uma actividade normal.

Os polidis e os aminoacidos séo ideias para a fungédo dos solutos compativeis porque néo alteram a
estrutura e a funcéoak enzimas!
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Aquantidade de agua disponivegdara os microorganismos pode ser reduzida por dois métodos:

1 Efeito osmoticog interacgdo com moléculas soluveis;
1 Efeito matricial¢ absorcéo por superficies sélidas.

Como a concentracdo osmatica de um habitat tefaitos profundos nos microorganismos, € util ser
possivel expressar quantitativamente o grau de disponibilidade da agua, o que ¢ feitacpeldade
da agua (g):

1 A actividade da agua de uma solugdo € 1/100 da humidade relativa da solucdo, ou seja, €

expressa em percentagem;
f E inversamente proporcinal & pressdo osmotica, pelo que se a pressdo osmética é elevada, a

actividade da agua é elevada;
1 E equivalente a raz&o da presséo de vapor da solicéos(,) sobre a da agua purgy ):

o O _ev
Lo

Os microorganismos diferem bastante na sua habilidade de se adaptarem aos habitats com baixa
actividade da agua, sendo que um microorganismo deve fazer um esforco extra para crescer num
habitat com um baixo valor da, porque tem de ser capaz de manter uma concentracao de solutos
interna para reter agua. A maior parte gimicroorganismos apenas credmm a valores de,ade 0,98
(aproximado do valor da dgua do mar) ou mais alfoque explica porque é que os alimesitsecos ou
a adicdo de grandes quantidades de sal e acucar é tdo eficiente na prevencédo de deterioracdo dos
alimentos.

No entanto, mdemos terduasclasses de microorganismagie conseguem sobreviver a valores baixos
de a, importantes

1. Microorganismos osratolerantes ¢ sdo capazes de manter uma concentracdo de solutos
elevada de modo a reter agua e crescem em varias gamag ae @ncentracao osmatica. Por
exemplo,S. Aureupode crescer em meios que contém uma concentracdo de NaCl ate 3 M,
entando bem adptada a viver na pelea levedruaSaccharomyces rouxiiesce em solucdes de
acucar com valores dg, &80 baixos como 0,6a algaDunaliella viridigolera concentracdes de
NaCl desde 1,7 M a uma solugdo saturada, e alguns fungos sé&o osmotolerante® estand
envolvidos na deterioragdo de alimentos secos ou salgados;

2. Haldfilos¢ adaptaramse tdo completamente a condi¢des hipertonicas, salinas, que necessitam
de altos niveis de NaCl para crescer, concentragdes entre 2,8 M e a saturacdo (cerca de 6,2 M)
para kactérias halofilicas extremaslalobacteriume outras baatrias extremamente hafdicas
modificaram significativamente a estrutura das suas proteinas e membranas em vez de
aumentarem simplesmente as concentragbes intracelulares de solutos como o0s
microorganismos osmotolerantes. Estes extremofilos acumulam grandes quantidades de
potassio de modo a continuarem hiperténicos e as enzimas, ribossomas e proteinas
transportadoras destas bactérias necessitam de altos niveis de potassio panaestaveis e
funcionais Em adicdo, a membrana plasmatica e a parede celular destas bactérias s&o
estabilizadas por elevadas concentra¢gdes de ido sodio.

Os haldfilos sdo capazes de produzir grandes quantidade de solutos organicos internos ou concentrar
um soluto do seu ambnte. A acheaélalobacteriunconcentra no seu citoplasma grandes quantidades
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de potassio (K como KCI) apartir do seu ambiente pelo usddmbas de idesinicas que transportam
ibes do ambiente externo para o interior da célula. Estas bombas de idesresaat para a abertura
do canal e, como este composto usa luz, estas bactérias apresentam uma cor vermelha caracteristica.

All rrans-Retinal
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Bactérias halofilicas

Bactérias halofilicas extremas adaptaramcom tanto sucesso a condicfes ambientais que destruiriam
a maior parte dos mroorganismos que se tornaram tdo especializadas ao ponto de perderem
flexibilidade ecoldgica, apenas sendo capazes de sobreviver em alguns habitats extremos.

pH

OpH é a medida da actividade do i&o hidrogénio numa solucéo e é definido como o logarifatdvoe
da concentracao de iao hidrogénio (expressa em termos de molaridade):

D( 171(C
A escala de pHextendese desde pH 0,0 (1,0 M)Ha pH 14,0 (1,0x18 M H"), e cada unidade de pH
representa uma alteracdo 10 vezes maior da concentragio de H

Hydrochloricacd Lemon  Apple  Banana Water Baking soda Ammonia Dirain cleaner

¥

Most acidic i A Most basic

Vinegar Tomato Milk  Blood Soap
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Os habitats nos quais 0s microorganismos crescem variam amplamente esnpeéndente que o pH

afecte dramaticamente o crescimento microbiano, sendo que cada espécie apresenta uma gama de pH
de crescimento definido am pH 6ptimo para o crescimento, podendo ser distinguidasdl&sses de
microorganismos:

1 Aciddfilosg o seu cescimento éptimo ocorre entre pH 0 e 5,5;

1 Neutrdéfilos ¢ 0 seu crescimento 6ptimo ocorre entre pH 5,5 e 8,0;

1 Alcaldéfilosg o seu crescimento 6ptimo ocorre entre pH 8,5 e 11,5. Alcalofilos extremos crescem
a pH 10 ou superior.

pH [H'] Environmental examples Microbial examples
(Molarity)
0 107(1.0) Increasing Concentrated nitric acid Ferroplasma
acidity Picrophilus oshimae
1 107 A Gastric contents, acid thermal springs Dunaliella acidophila
-2 . . . g . 2]
2 10 Lemon juice Cyanidium caldarium o
Acid mine drainage Thiobacillus thiooxidans %
. Sulfolobus acidocaldarius S
3 10 Vinegar, ginger ale 'O
Pineapple <
4 107 Tomatoes, orange juice
Very acid soil
5 10° Cheese, cabbage Physarum polycephalum
Bread Acanthamoeba castellanii
6 10° Beef, chicken Lactobacillus acidophilus
. ; . ()
Rain water E. coli, Pseudomonas aeruginosa, @)
Milk Euglena gracilis, Paramecium bursarid i—
, Saliva S
7 107 Neutrality Pure water 5
Blood Staphyloccus aureus %
8 10 Seawater Nitrosomonas spp.
9 10° Strongly alkaline soil 0
Alkaline lakes o
=
-10 - . . \O
10 10 Soap Microcystis aeruginosa <
Bacillus alcalophilus o
<
11 107" Household ammonia
12 107 Saturated calcium hydroxide solution
13 107 Bleach
Drain opener
14 10 v
Increasing
alkalinity

Em geral, diferentes gpos microbianos apresentapreferéncias de pH caracteristicas

1 A maior parte das bactérias e dos protozoarios sdo neutrofilos;
1 A maior parte dos fungos preferem ambientes ligeiramente acidos, comegH 4
1 As algas parecem preferir ambientes &cidos.

No entanto, existem algumas excepes a estas generalidades pois a afanidium caldariune a
archaeaSulfolobus acidocaldarigsio habitantes comuns de locais quentes acidicos, crescendo @8pH 1
a altas temperaturas.
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Apesar dos microorganismos crescerem m@slivezes em amplas gamas de pH e longe do seu pH
optimo, existenlimites a tolerancia de variacdes de pH

1 VariacOes drasticas no pH citoplasmatico podem danificar os microorganismpendo a
membrana plasmatica ou inibindo a actividade de enzimas e imade de transporte
membranar,

1 Alteracdes no pH externo alteram a inonizacdo de moléculas nutrientes e, assim, reduzem a
disponibilidade destas moléculas para o organismo.

Os microorganismosecessitam de um pH citoplasmatico préximo da neutralidade pareesiverem,
pelo queusam variognecanismos para sobreviverem a alteracdes de @lhanterem a neutralidade
de pH citoplasmética

1. A membrana plasmaética é relativemente impermeavel a protdes e os neutréfilos parecem trocar
potéssio por protdes usando um sgta de antiporte e os alclofilos extremos mantém o seu pH
proximo da neutralidade trocando ides de sodio internos por protdes externos;

2. Tampdes internos séo capazes de contribuir para a homeostasia de pH;

3. Nas bactérias, sistemas de antiporte de potagsiatoes e sbédio/protdes corrigemequenas
variades de pH;

4. Se o pH externo descars5,5-6, Salmonella typhimuriure E. colisintetizam uma gama de novas
proteinas como parte da sua resposta de tolerancia acidica. Uma ATPase translocadora de
protdes contritui para esta resposta, tanto produzindo mais ATP como bombeando protdes
para o exterior da célula;

5. Se o pH externo descer a 4,5 ou menor, chaperones como acid shock proteins e heat shock
proteins sdo sintetizadas. Estas proteinas previnem a desnaturagd® @e proteinas e ajudam
na renaturacao de proteinas desnaturadas;

6. Os microorganismos normalmente alteram o pH do seu préprio habitat produzindo produtos
metabdlicos béasicos ou acidicos. Microorganismos fermentativos formam acidos organicos
apartir de arboidratos, enquanto quimiolitotréficos comthiobacillusoxidam componentes de
enxofre reduzidos a acido sulfurico. Outros microorganismos tornam o seu ambiente mais
alcalino gerando amonia através da degradacao de aminoécidos.

Temperatura

A temperatura ambiental afecta profundamente os microorganismos, tal como outros organismos. De
facto, os microorganismos sao particularmente susceptiveis porque sdo muitas vezes unicelulares e a
sua temperatura varia com a do ambiente externo. Por estas razfes, a ram@e da célula
microbiana reflecte directamente a das vizinhangas das células.

O factor mais importante danfluéncia da temperatura no crescimenté asensibilidade de reac¢des
catalizadas por enzimas:

1 Atemperaturas baixasum aumento de temperatura aventa a taxa de crescimento porque a
velocidade de uma reaccao enzimatica duplicard a cada aumento’@enddemperatura;
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1 Como a taxa de cada reac¢gdo aumenta, o metabolismo como um todo € mais activo a meiores
temperaturas e 0S microorganismos crescemsrEpressa;

1 Depois de um determinado ponto, aumentos continuados diminuem o crescimento e
temperaturas suficientemente elevadas séo letais.

Assim, em pontos extremosdiferentes niveis de temperatura tém efeitos diferentes nos
microorganismos:

1 Temperaturasmuito elevadasdanificam microorganismos desnaturando enzimas, proteinas
transportadoras e outras proteinaMembranas microbianas também sdo rompidas sendo que
bicamada lipidica simplesmente derrete e desintrsga Assim, apesate enzimas funcionais
operarem mais rapidamente a temperaturas mais elevadas, 0os microorganismos podem ser
danificados a tal extensdo que o seu crescimento € inibido porque os danos ndo sdo capazes de
ser reparados;

1 Temperaturas muito baixasolidifcam as membranas e as enzimae sdo capazes de operar
rapidamente.

Quando os organismos se encontram a temperaturas acima da temperatura 6ptima, a funcao e
estrutura celular sédo afectadas, e quando as temperaturas sdo muito baixas, a funcéo é afectada mas
Nao necessariamente a comgigao quimica e a estrutura da célula.

Desvido a estas influéncias opostas da temperatura, o crescimento microbiano apresentam uma
dependéncia da temperatura caracteristica ctemperaturas cardinaiglistintas:

q Minima; Optimum
1 Optima;
T Maxima.

Apesar da forma daucva de dependéncia deg
temperatura poder variar, a temperatura éptimaé
é sempre mais proxima do maximo do que (3
minimo. Estas temperaturas ndo sao rigidas pe
um organismos, dependendo muitas vezes Minimum Maximum
outros factores ambientais como o pH e ¢
nutrientes dsponiveis.

Temperature
As temperaturas cardinais variam altamente entre microorganismos. A temperatura Optima
normalmentevai de OC até 78C, mas o crescimento microbiano pode ocorrer entre2f8C e mais de
100°C. O principal factor que determina esta gama de anesnto parece ser a agua, pois, mesmo a
temperaturas extremas, 0s microorganismos precisam de agua liquida para crescer.

A temperatura de crescimento varia para um microorganismo particular em cerca@e80 entanto,
algumas espécies (e.dNeisseriagonorrhoeag apresentam um pequeno intervalo, enquanto outras
(e.g.,Enterococcus faecalisrescem numa grande gama de temperaturas. Para além disso, 0s grupos
microbianos diferem entre si pela stemperatura maxima de crescimento

1 Protozoariozrescem mma taxa maxima a cerca de°gl
1 Osprocariotassdo capazes de crescer proximos de°@dnas ja foram identificadas estirpes
gue crescem a temperturas superiores;
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1 Algumasalgas e fungoséo capazes de crescer a temperaturas entr6Ge.

Os procariotas@ capazes de crescer a temperaturas bastante superiores aquelas a que 0s eucariotas
crescem. Isto pode ser possivel pois os eucariotas ndo sao capazes de manufacturar membranas para os
organelos que sejam estaveis e funcionais a temperaturas acima tf0sPéra além desta observacao,
parece que o aparelho fotossintético sera relativamente instavel, pois ndo sdo encontrados organismos

fotossintéticos a temperturas elevadas.

Dependendo da sua gama de temperturas de crescimento, 0S microorganismos podéiwidééos em
cincoclasses de microorganismos:

Hyperthermophiles

Thermophiles

Mesophiles

Psychrotrophs

Growth rate

Psychrophiles

1 1 1 1 I 1 |

-10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperature (°C)

1. Psicrofilosg crescem bem aC e apresentam uma temperatura 6ptima de’@%u inferior e
uma temperatura maxima a 20. Sao isolados de habitats articos ou antarteosluem, entre
outros, a algaChlamy@monas nivalis as bactérias dos géneroBseudomonas, Vibrio,
Alcaligenes, Bacillus, Arthrobacter, Moritella, Photobacterium e Shewarella archaea
Methanogenium Estes microorganismaslaptaramse ao seu ambiente de varios modos:
1 As suas enzimasisgemas de transporte e mecanismos de sintese proteica funcionam
correctamente a temperaturas baixas;
1 As suas membranas celulares apresentam niveis elevados de &acidos gordos insaturados
e mantémse semisélidas quando arrefecidadlo entanto, devido a este fag quando
a temperatura sobe acima de 20, as membranas derretem.

2. Psicotrofos ou psicrdfilos facultativos séo capazes de crescer @€ apesar de apresentarem
crescimento 6ptimo entre 20 e 30, e maximo a cerca de 85 Bactérias e fungos deste tipo
séo factores importantes na degradacéo de alimentos refrigerados;

3. Mesdfilos ¢ microorganismos com crescimento Optimo a cerca de42W, apresentando
normalmente temperatura minima de 1B0°C. Incluem a maior parte dos microorganismos
sendo que a maiorgrte dos patogénios humanos se insere nesta categoria;

4. Termofilos ¢ sdo capazes de crescer a°G5ou superior. O seu crescimento minimo ocorre
normalmente a 4%C e sé@o capazes de crescer optimamente entr6=&. A maior parte sao
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procariotas, apesar dalgumas algas e alguns fungos também ja terem sido identific&stess
microorganismos crescem em muitos habitats, incluindo pilhas de-aguecimento e linhas e
nascentes de agua quente. Os termofilos diferem dos mesdéfilos apresentando:
1 Enzimas mais &bveis ao calor e sistemas de sintese proteica capazes de funcionar a
temperaturas elevadas;
1 Membranar lipidicas mais saturadas e com pontos de fusdo mais elevados, mastendo
intactas a temperaturas mais elevadas.

5. Hiperterméfilos ¢ sdo termofilos capaze de crescer a 9C ou superior, podendo ter um
maximo de 10€C. Normalmente, ndo crescem bem &G%ePyrococcus abyssi e Pyrodictium
occultum sdo exemplos de hipertermdfilos marinhos encontrados em &reas quentes fundo
oceanico.

AR SEN} B o e e

Bactérias terméfilas muitas vezes apresentam pigmentos, colorindo os locais onde \

Concentrac® de Oxigénio

Dependendo da sua capacidade crescer na presenca ou na ausénciatieo§férico, os organismos
podem ser classificados etnascategorias distintas

1 Organismos aerdbiog sdo capazes de crescer na presenca gatosférico;
1 Organismos ana®bios ¢ sdo capazes de crescer na auséncia gatosférico.

No entanto, a dependéncia de oxigénio pelos microorganismos nao é restrita a estas duas categorias,
podendo existir necessidades intermédias. Assim, podemos distinguiraasses de microodnismos
diferentes:

1. Aerébios obrigatérios ¢ inclui quase todos o0s organismos multicelulares, sendo este
completamente dependentes de,@tmosférico para crescerem. O oxigénio funciona como um
aceitador final de electrdes na cadeia transportadora de elestréerdbia, mas os eucariotas
também o podem usar na sintese de esterois e acidos gordos insaturados;

2. Anaerobios facultativos¢ ndo necessitam de LQpara crescer mas crescem melhor na sua
presenca. Na presenca de oxigénio, usam respiracao aerobica;

3. anaembios aerotolerantes ¢ como Enterococcus faecalisgnoram @ e crescem igualmente
bem na presenca e na auséncia dg O

4. anaerobios restritos ou obrigatérios; ndo toleram Q e morrem na sua presenca. Estes
organismos ndo sdo capazes de gerar energiavédrala respiragdo e devem usar as vias de
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fermentacdo ou respiracdo anaerObica. (e.@Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium
pasteurianum, Methanococc)s

5. Micro-aerofilos¢ sdo aerdbios com@ampylobacterque sao danificados por niveis normais de
O, atmosférico (20%) e necessitam de niveis dedre 2-10% para crescerem.

A natureza das respostas bacterianas agp@dem ser facilmente determinadas pelo crescimento de
bactérias em tubos de cultura cheios de meio de cultura sélido ou um meio especialcatto de
tioglicolato, que contem um agente redutor que diminui os niveis ge O

Obligate Facultative Aerotolerant Strict Microaerophile
aerobe anaerobe anaerobe anaerobe

Enzyme content

+S0OD + SOD +S0OD -SOD +S0OD
+ Catalase + Catalase - Catalase - Catalase +/- Catalase
(low levels)

Um grupo microbiano pode apresentar mais de um tipo de relacdo corp @ diferentes tipos de
microorganismos apresentam diferentes necessidades:

1 Os cinco tipos de microganismos podem ser encontrados entre procariotas e protozoarios:

1 Os fungos sdo normalmente aerdbicos, mas um numero de espgpasicularmente entre as
levedurasg sdo anaeroébias facultativas;

1 As algas sdo quase sempre aerbbias obrigatorias.

A habilichde de crescer em ambientes aerdbicos e anaerdbicos fornece uma flexibilidade consideravel e
uma vantagem ecoldgica.

Apesar dos anaerdbios restritos serem mortos pejpda3tes podem ser encontrados em habitats que
parecem ser aerobicos. Em tais casose®stssocianse com anaerdbios facultativos que usam p O
disponivel fazendo com que o crescimento dos anaerdbios restritos seja possivel.

Estadiferentes relacdes com o {parecem devese a varios factores,incluindo:

1 Inactivago de proteinas. As enzimgsdem ser inactivadas quando grupos sensiveis sao
oxidados;

9 Efeito toxico de derivados de,O
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O oxigénio aceita electrdes e € rapidamente reduzido porque os seus dois electrbes de valéncia
encontramse desenparelhados. As flavoporteinas, outros constisircelulares, e a radiagdo sao
capazes de promover a reducdo do oxigénio. Esta reducao normalmente resulta numa combinacdo de
produtos de reducéo

/ e

f Radical superoxide: A o
respiracéo

f Peréxido de hidrogénio: A ¢ (/ :
. . . metais
f Radial hidroxilo: ( / A ¢ ( (1 1 fagécitos
(ocorre acoplada & reaccdo de oxidacdo dé lee & =

Feg+) 02 Oz-q H202
Estes produtos da reducdo do oxigénio sdo extremame }'<
toxicos porque sdo agentes redutores poderosos e destro Fg2+ Fe3+

rapidamente  componentes  celulares. &8s um }{

microorganismos deve ser capaz de se proteger contra

produtos de oxigénio ou entdo morrera. Os neutrofilos e .
H,0, OH- + OH

macréfagos usam estes produtos de oxigénio para dest....2
patogénios invasores.

Muitos microorganismos possuemnzimas gqueconstituem uma proteccdocontra estes produtos
toxicos:

1 Superodxido dismutase (SOR)atalisa a destruicdo de superoxidg: q( / (/
i Catalase; catalisa a destruicdo de peroxido de hidrogémip: / c( /1
9 Glutationa peroxidase ¢ catalisa a destruicdo de peroxido de hidrogérn(io? ¢' 3¢

¢/ ' 33"
e
respiracdo 120,+H,0
metais
fagocitos Catalase

& - SOD
0,—» H,0, 2H,0

0,
}< }@SH peroxidase

':";{Fe“ 2GSH GSSG
H,0, OH- + OH"

Estas enzimas estdo presentes, ou nao, difarentes tipos de microorganismos, 0 que acaba por
explicar o facto destes microorganismos serem capazes, ou nao, de sobreviver em meigsocona O
presenca de quantidades especificas de O

1 Anaerdbios obrigatérios e anaerdbios facultativmmntém sugroxido dismutase e catalase,
sendo capazes de combater os danos oxidativos das espécies reactivas de oxigénio;

1 Anaerdbios aerotoleranteparecemnao apresentar catalase mas na maior parte das vezes
apresentam superoxido dismutase. No entantolactobacius plantarumaerotolerante usa
iBes manganésio em vez de superoxido dismutase para destruir o radical superéxido;
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1 Todos osanaerdbios restritosndo apresentam as duas enzimas ou apresentas) a
concentragdes muito baixas. Assim, ndo sdo capazes dert@gra

1 Microaerdfilosapresentam superoxido dismutase e catalase a baixas concentracfes, sendo
capazes de tolerarOmas s6 até um determinado ponto.

Comos os aerobios necessitam dees anaerdbios sdo mortos por estas molécula, tém de ser usadas
abordagens completamente diferentes quando crescemos este dois tipos de microorganismos.

Pressao
As bactérias sdo capazes de viver em gamas de pressao distintas, sendo encontrazdseduis:

1 A maior parte dos organismos vive em terra ou na superficie da, dguigas vezes sujeitos a
umapressaade 1 atmosfera (atm), e nunca séo afectados por uma pressao significante

1 No entanto, o oceano profundo (oceano com 1000 m ou mais de profundidade) constitui 75%
do volume total do oceano e a pressao hidrostatica éazage alcancar 600 a 1100 atm,
enquanto a temperatura é de-Z’C.

Apesar destes extremoss bactérias sdo capazes de sobreviver e de se adaptarem e podemos distinguir
doistipos de bactérias

9 Barotolerantesc incluem a maior parte das bactérias. Um aumeede presséo afecta de forma
adversa o seu crescimento mas ndo tanto como astof@oantes;

9 Bardfilicas¢ crescem mais rapidamente a pressfes altas. Algumas bactérias do intestino de
invertebrados do oceano profundo séo bardfilicas e tém um papel imptataa reciclagem de
nutrientes no fundo do oceano.

Até agora, jA foram encontrados barofilos em varios género bacterianos Rhgtpbacterium,
Shewanella, Colwelliae alguns membros da Archaea sao termobardfilos (égrpcoccusspp,
Methanococcus jamaschi).

Radiacao

7

O planeta é bombardeado com radiacéo
electromagnéticade varios tipos sendo que quanto <Sammarays

L : X _
maior € o comprimento de onda menor a energ -~ e

. i . - Ultraviolet Infrared
associada a esse tipo de radiagéo. igible
L. L | | | I I L I l
Aluz solaré a principal fonte de radiacdo na Terra 10* 001 10 100 10°4J0°  10°  10°

inclui: Wavelength (nm)

1 Luzvisivel ¢ é importante no arbiente pois
toda a vida dependeda habilidade dos
organismos  fotossintéticos  armazenarel
energia luminosa do Sol;

1 Radiacao ultravioleta (UVQ ao nivel do mar, é
encontrada pouca radiacdo UV abaixo de -2¢
300 nm, pois essa rajdo é absorvida pele
camada do ozono. Esta eliminacdo é importar
pois este tipo de radiacdo € capaz de ionizar
danificando os organismos;

" Infrared

Ultraviolet Violet

| |
200 300 400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)
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1 Radiacdo infravermelha (IV)¢ quase 60% da radiacdo solar enta-se na regiédo
infravermelha, sendo esta radiao a principal fonte de calor na Terra.
1 Ondas rédio.

Muitas forma de radiacdo electromagnética sdo bastante perigosas para os microorganismos, sendo
isto bastanteobservado para aadiacao ionizante radiagcdo de comprimento de onda muito pequeno
ou de muto alta energia, que é capaz de provocar a ionizacao atémica:

1. RaiosX;
2. Raios gamma, que séao emitidos durante o decaimento fsaipico.

Baixos niveis de radiacdo ionizante produzirdo mutacdes e podem resultar indirectamente na morte,
enquanto altos nigis sdo directamente letais. Apesar dos microorganismos serem mais resistentes a
radiacdo ionizante do que o0s organismos superiores, eles serdo destruidos por uma quantidade
suficientemente grande de radiag@podendo estas radiacdes seyadas para estdizar items.

Uma variedade dealteracbes celularespodem ser pya

devidas a radiacdo ionizante A &V ! Precteffect
1 Quebra de ligagdes de hidrogénio;
1 Oxidacao de ligacfes duplas;
91 Destruicao de estruturas em anel,
Indirect effect
1 Polimerizacdo de algumas moléculas. e Nrid <
v

O oxigénio aumenta estes efe# destrutivos,
provavelmente através da geracdo de radic:
hidroxilos (OH. Apesar de muitos tipos de DNA repair
constituintes podem ser afectados, a destruicdo i l Cell cyde checkpoint control
DNA ser& a causa de morte mais importante.

Em adicdo, aadiacéo ultravioleta (UVylestroi todos odipos de microorganismos devido ao seu curto
comprimento de onda (aproximadamente entre-400 nm) e a sua elevada energia. A radiacdo UV
mais letal apresenta uma comprimento de onda de 260 nm, o comprimento de onda mais facilmente
absorvido pelo DNA:

1 O pincipal efeito da radiacdo UV é a formacédo de dimeros de tiamina no DNA, sendo que duas
tiaminas adjacentes numa cadeias de DNA séo covalentement ligadas;
1 Isto inibe a replicacdo de DNA e a sua fungéo.

Apesar de muito pouca radiagcdo UV abaixo de-Z90nm alcancar a superficie da Terra, radiacao de
325400nm é capaz de danificar os microorganismos, podendo induzir a quebra de triptofano a
fotoprodutos téxicos, que produzem qubras no DNA em conjunto com a prépria radiacao.
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Aluz visivelé bastante benéfig porque é a fonte de energia para a fotossintese. Mesmo assim, quando
presente com intensidade suficiente, a luz visivel é capaz de danificar ou matar células microbianas. No
entanto, normalmente sdo necessarios pigmentos fotossensivejs e O

1 Todos os mimorganismos possuem pigmentos como clorofila, bacterioclorofila, citocromos e
flavinas, que absorvem energia, ficam excitados e actuam como pigmentos fotossensiveis;
f Estes pigmentos excitados (P) transferem energia pagefndo oxigénio singletd@,).

7

O oxigénio_singletcé muito reactivo, € um agente oxidante forte que é capaz de destruir a célula
rapidamente, sendo provavelmente o principal agente usado pelos fagdcitos para destruir bactérias
fagocitadas.

Muitos organismos que vivem em superficiep@stas usam pigmentos carotenoides para proteccao
contra a foteoxidacdo, pois estes pigmentos absorvem energia do oxigénio singleto convederalo
estado ndo excitado. Tanto microorganismos fotossintéticos como néo fotossintéticos usam pigmentos
deste nodo.

E de grande impoéincia proceder a mecanismos de controlo do crescimento de microorganismos para
impedir contaminacdes, degradacéo de alimentos, doencgas, etc. Podemos faser isto de dois métodos:

1. Conservacdo¢ permite prevenir o crescimento de microorganismos, principalmente em
alimentos, e fase atraves de:
1 Fria através da refrigeracdo ou congelacdo, impedindo o crescimento da maior parte
dos microorganismos patogeénios, pois estes ndo sdo capazes de @dsogveraturas
tdo baixas (mesofilos);
1 Desidratacdo diminuir a actividade da agua por remoc¢do desta permite impedir o
crescimento de microorganismos pois estes necessitam de 4gua liquida para crescerem;
1 Agentes osmoticosa adicdo de agucares ou sal aurt@den concentragcdo osmotica do
exterior das células microbianas, impedindo a difusdo de agua para o interior da célula
e, assim, o crescimento de microorganismos;
1 Conservantes quimicnadigdo de compostos quimicos que impedem o crescimento de
microorganisnos.

2. Esterilizagdoc destroi os microorganismos, impedindo contaminacbes. E bastante usado em
laboratorio, na industria alimentar e na saude. Pode ser feita através de:

1 Radiacdo o uso dos efeitos nefastos dos raios gama, rXias radiagdes ultravioleta
permite eliminar microorganismos de superficies solidas;

1 Filtracdo permite a eliminacdo de microorganismos de solucdes. Nao garante que seja
muito eficiente pois a solu¢do ndo pode ser toda filtrada;

1 Agentes quimicoso uso de agentes microbicidas, comddas de etilena e aldeidos,
permite a destruicdo de microorganismos;

1 Calor pode ser usado calor seco ou humido, reate ultimo é mais eficaz, para matar
varios tipos de microorganismos, dependendo da sua temperatura éptima.

A esterilizacdo pelo calopode ser feita a véarias temperaturas e diferentes métodos apresentam
sensibilidades diferentes:
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I Temperatura <108C e pasteurizacd@ podemos ter High temperature sheterm (HTST) a
72°C durante 15 segundos ou ultrahiggmperature (UHT) a 14050°C durante 13 segundos.

Estes métodos ndo sdo bem esterilizacdo pois os esporos podem nédo ser eliminados apesar de
existir destruicdo de microorganismos;

1 Temperaturas 10€C ¢ a estas temperaturas ocorre a ebulicdo da 4gua, podendo ser usado
vapor de agua para eliminanicroorganismos. Como existem microorganismos capazes de
sobreviver a estas temperaturas, a esterilizacdo pode néo ser total;

1 Temperaturas >10TC ¢ esta é a temperatura encontrada numa autoclavagem e praticamente
garante a eliminacdo de microorganismosesporos. Este mecanismo gera temperaturas
elevadas combinando vapor de 4gua com presséo.

No entanto, material de plastico ndo € esterilizado através do calor, mas sim por vapores de agentes
guimicos e radiacfes para impedir que esse material derreta.

A energiaé mais simplesmente definida como a capacidade de exercer tabalho ou causar alteracdes
particulares. Assim, todos os processos fisicos e quimicos séo o resultado da aplicacdo ou do movimento
de energia.

As células exercem tr@gos principais de trabalhpe todos sao essenciais aos processos vitais:

1 Trabalho quimico¢ envolve a sintese de moléculas biolégicas complexas requeridas pelas
células apartir de precursores mais simples. A energia é necess&ada aqoanentar a
complexidade molecular da célula;

1 Trabalho de transporteg moléculas e iBes muitas vezes devem ser transportados através das
membranas celulares contra um gradiente electroquimico e, de modo semelhante, um soluto
deve ser exportado da célutntra um gradiente de concentracdo. Este processo necessita de
energia,;

1 Trabalho mecénica; a energia € necesséria para alterar a localizacdo fisica dos organismos,
células e das estruturas dentro das células.

A derradeira fonte de energia biolégica éua kolar visivel que incide na superficie da Terra. A energia
luminosa é recolhida por organismos fototréficos durantdotossintese,na qual € absorvida pela
clorofila e outros pigmentos e convertida a energia quimica. Os quimolitotroficos derivam adergi
oxidacdo de compostos inorganicos em vez de a obterem da absorcdo de luz. A energia obtida por estes
dois métodos pode ser usada pfmtolitoautotréficos e quimolitoautotroficos para transformar CO

em moléculas biolégicas como glucose.

As moléculas amplexas manufacturadas por organismos autotroficos (tanto plantas como
microorganismos) funcionam como fontes de carbono para quimioheterotréficos e outros
consumidores que usam moléculas organicas complexas para construir as suas estruturas celulares. Os
guimiheterotréficos usam muitas vezes,@omo um aceitador de electrdegiandooxidam glucose e

outras moléculas organicas a @ respiracao aerobica com grande libertacdo de energia.
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Assim, noecossistema a energia é recolhida por fotoautotroficos eimiolitoautroficos sendo que
alguma desta energia flui para quimioheterotréficos quando estes usam o0s seus nutrientes derivados de
autotroficos.Assim, o fluxo de carbono e de energia no ecossistema estédo intimamente relacionados.

Light energy Chemical energy

¢

i
'

: Phdtoliﬂjoautotrophs i Chemolithoautotrophs

i 3'V:Qrgaﬁic
compounds

\

As células devem trafexir energia de modo eficiente dos seus aparelhos produtores de energia para os
sistemas que exercem trabalho. Isto €, as células devem apresentar uma forma pratica de ocorréncia de
energia, o que é feito na forma @&lenosina trifosfato (ATP):

1 Quando ATE quebrado a adenosina difosfato (ADP) e ortofosfafp @Pergia fica disponivel
para trabalho util;

1 Mais tarde, a energia da fotossintese, respiracdo aerobica, respiracdo anaerobica e fermentacao
€ usada para rsintetizar ATP apartir de ADP e P

Visd Geral do Metabolismo

O metabolismopode ser dividido em duas partes principais:

i Catabolismo ¢ moléculas maiores € Heat Heat
complexas sao quebradas em moléculas m
pequenas e simples com a libertacdo «
energia. Alguma desta energia € armazena
e tornada dispaivel na forma de calor, ¢
resto é libertado como calor; Anabolism | Metabolism

1 Anabolismo¢ usa a energia armazenada n ATP
catabolismo na sintese de molécule e Iucectvea
complexas a partir de outras mais simple
Usa energia de modo a aumentar a ordem —
sistema. Nutrients

Larger molecules

Wastes

Apesar da divisdo do metalisino em duas partes principais ser conveniente e muitas vezes empregue,
nem todos os processos fornecedores de energia sdo englobados patedisigéo de catabolisma

nao ser que seja extendida de modo a incluir processos que ndo envolvem a degredelagéléculas
organicas complexas.

Num sentido mais amplo, os microorganismos normalmente usam uma d@ii@s de energia

Joana Maria Soares Pereira 118



FCUP/ICBAS 2009/2010

Microbiologia geral

1 Fotolitotroficos capturam energia do sol;

1 Quimiorganotréficos oxidam moléculas orgéanicas para libertar energia;
1 Quimiolitotréficosusam nutrientes inorganicos como fontes de energia.

PHOTOTROPHY CHEMOORGANOTROPHY CHEMOLITHOTROPHY
Reduced Oxidized Reduced Oxidized
organic organic inorganic inorganic
compound compound compound compound

™

Chemical energy

Work

(a) Aerobic respiration

Organic compound —— o -
Carbon flow
Proton | Electron
ATP motive | flow
force
i Biosynthesis
(b) Anaerobic respiration
Organic compound  —————————— -
= / Electron Carbon flow
roton /flow
ATP = otive
/'O'W l Biosynthesis
(c) CI L P

Proton | Elect

ATP

motive | flow. flow
force \ \
/
W =G
(d) Phototrophic metabolism
Light
|
Electron
ﬂox:4 Carbon
Proton motive flow
ch:el
ATP Biosynthesis.

Os microorganismos variam nao sO nas suas fontes de energia, mas tambéaceitaslores de
electr6es usados por quimiotréficos. Podemos destingudtrios tipos de aceitadores em diferentes

processos:

1. Fermentacdo¢ o substrato energético € oxidado e degradado sem a participagdo de um
aceitador de electrdes externo ou derivado exogenamente. Normalmente, a via catabdlica
produz um intermediario como piruvato que actua como um aceitador de electrdes. A
fermentacdo normalmente ocorre sob condicbes anaerdbias, mas também pode ocorrer por

vezes quando o oxigénio esta presente;

2. Respiracaq; faz uso de aceitadores de electrdes exdgenos ou derivados externamente e pode

ser dividida em dois tipos:

1 Respiracdo aefmca o aceitador de electrdes final € o oxigénio;
1 Respiracdo anaerobic@ aceitador de electrdes é na maior parte das vezes inorganico
(e.g., N@, SQ*, CQ, F€", Se@, e outros) mas aceitadores organicos como fumarato

podem ser usados.

Organic e~ donor Inorganic e~ donor

Fermentation Aerobic Anaerobic
respiration \_respiration

Endogenous 0, NO,-, SO,%,
organic CO,, fumarate
electron

acceptor

Chemolithotrophy

0,, $0,%7, NO,~
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A maior pate da respiracdo envolve a actividade de uma cadeia transportadora de electrbes e a
quantidade de energia disponive diferente na fermentagéo e na respiracao:

1 O aceitador de electroepa fermentacdoencontrase no mesmo estado de oxidagcdo do
nutriente original, ndo existindo oxidagdo gerao do nutriente. Assim, apenas uma quantidade
limitada de energia se torna disponivel,

1 O aceitador de electrbasa respiraca@presenta um potencial de redugédo muito mais positivo
do que o substrato e, assim, muito maigeegia sera libertada durante a respiracao.

Tanto na respiracdo anaerobica como na respiracdo aerobica, € formado ATP como resultado da
actividade da cadeia transportadora de electrdes. Os electrdes da cadeia transportadora de electrbes
podem ser obtidos @ nutrientes inorgénicos e, assim, € possivel derivar energia da oxidacdo de
moléculas inorganicas em vez nutrientes organicos. Esta habilidade é confinada a um pequeno grupo de
procariotas designadaguimiolitotroficos.

E preciso ter em conta que afefinicdes microbianasde fermentac&o, respiracdo anaerobica e
respiracao aerobica sao diferentes daquelas empregues em Bioquimica ou Biologia:

1 Fermentacac; processo fornecedor de energia no qual as moléculas organicas funcionam tanto
como dadores e aceitadosale electrdes;

1 Respiracacg processo fornecedor de energia no qual o aceitador € uma molécula inorgéanica,
tanto oxigénio (respiracdo aerdbica) ou outro aceitador inorganico (respiracao anaerobica).

Como os microorganismos sao muito flexiveis e variadoseu metabolismo energético, estas
definicdes sdo melhor usadas.

Podemos definir tréstapas do metabolismo aerébico

1 Etapa 1¢ Moléculas de nutrientes complexas (proteinas, polissacarideos e lipidos) sao
hidrolizadas ou quebradas nas suas partes canstés e as reac¢des quimicas que ocorrem
durante esta etapa nao libertam muita energia;

1 Etapa 2¢ Aminoacidos, monossacarideos, acidos gordos, glicerol e outros produtos da primeira
etapa sdo degradados a moléculas mais simples nesta etapa. Normalmtéolitos como
acetil coenzima A, piruvato e intermediarios do Ciclo de Krebs séo formados. Os processos desta
etapa sdo capazes de operar tanto aerobicamente como anaerobicamente e muitas vezes
produzem ATP, NADH e/ou FADH

1 Etapa 3 ¢ nutrientes carboados sé&o introduzidos no Ciclo de Krebs e sao oxidados
completamente a C£Ocom a producdo de ATP, NADH e FARHE cadeia transportadora de
electrdes. O oxigénio, ou por vezes outra molécula inorganica, é o aceitador de electrdes final.

Apesar deste esquea ser simplificado, é util para distinguir o padrdo geral do catabolismo. Os
microorganismos comecam com uma grande variedade de moléculas e reduzem o seu numero e
diversidade em cada etapa. Isto €, as moléculas de nutrientes sdo afuniladas para atgorediarios
metabdlicos até serem introduzidas no Ciclo de Krebs. Uma via comum degrada varias moléculas
semelhantes sendo que a existéncia de algumas vias catabdlicas comuns, cada degradando muitos
nutrientes, aumenta bastante a eficiéncia metabdlica iduimdo a necessidade de uma flexibilidade
metabolica.
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Proteins Polysaccharides
Stage 1
Amino acids Monosaccharides
ATP =) NADH
Stage 2 = NADH FADH,
NH, /
\ /
Pyruvate |
*‘ NADH /
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/
/
Oxaloacetate Citrate rl
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ATP
Bt /
Isocitrate FADH
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|/
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>.
Succinyl-CoA Cco, l ATP
Electron Cytochromes
transport
chain
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E na fase catabdlica que os microorganismos exibem a sua diversiade nutricional. A maior parte das vias
biossintéticas microbianas sdo bastante homdlogas as vias correspondentes nos organismogesuperi

A peculiaridadedo metabolism microbiano acenta na diversidade fonts apartir das quais o ATP e o
NADH podem ser gerados.

Os carboidratos e outros nutrientesapresentam duas fungdes no metabolismo de microorganismos
heterotréficos:

1. S&o oxidados parékrtar energia;
2. Fornecem carbonos ou blocos de construcdo para a sintese de novos constituintes celulares.

Apesar de muitas vias anabdlicas estarem separadas das vias catabolicas, waistenfibolicasque
funcionam tanto catabolicamente como anabotiwante. As vias mais importantes nesta gama sao a via
glicolitica e o Ciclo de Krebs:

1 Amaior parte das reacc¢des nestas duas vias sao livremente reversiveis e podem ser usadas para
sintetizar e degradar moléculas;
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1 Alguns passos catabolicos irreversiveis afiavessados por enzimas especiais que catalizam a
reaccao inversa,

1 A presenca de duas enzimas, uma que cataliza a reac¢ao inversa da outra, permite a regulacéo
independente das fungdes catabdlicas e anabdlicas destas vias anfibodlicas.

Os microorganismos usam varias vias metabolicas para catbolizar a glucose e outros acucares. Divod a

esta diversidade metabdlica, o seu metabolismos é muitas vezes confuso mas, para evitar esta
confusdo, podemos determinar tr&gas diferentes de metabolismo de aglcare®ms microorganismos:

1. Glicdlise;
2. Via das pentoses fosfato;
3. Via EntneiDoudoroff.

Via Glicolitica

Avia glicolitica ou de EmbdeiMeyerhof é sem duvida a via mais comum para a degradacao de glucose
a piruvato na fase dois do catalismo. E encontrada em todos 0s grupos principais de microorganismos
e funciona na presenca e na auséncia de O

A glicéliselocalizase na matriz citoplasmatica de procariotas e eucariotas e a via num todo pode ser
dividida em duas partes:

1. Naetapa inidal de seis carbongs glucose é

fosforilada duas vezes e convertid Glucose

eventualmente em frutosd,6-bifosfato. <&

Outros acucares sdo muitas vez( ADP

introduzidos nesta via pela conversdo Ghicoss & pricspnate
glucose6-fosfato ou frutose6-fosfato. Esta Sicoaton shos
fase inicial ndo fornece emgia, de facto, e & phasphiata

duas moléculas de ATP sdo usadas por ¢
molécula glucose. Estes passos inici
adicionam fosfatos em cada extermidade (

ADP

Fructose 1,6-bisphosphate

aclcares e estes fosfatos serdo depq Aldolase ¥~

. Gcheraldehyde-3-® -~ Dihydroxyacetone-@
usados na sintese de ATP; NAD'—,— P

A AT NADH H'A/ :

2. Aetapa de trés carbonoda glicélise comeca : Three-carbon stage
. . 1,3-bisphosphoglycerate

guandb a enzima frutosd,6-bifosfato ADP ~}
aldolase cataliza a clivagem &weitose-1,6- . Substrate-level phosphorylation

bifosfato em duas metades, cada uma co

3-phosphoglycerate
um grupo fosfato. Um dos produtos, ¢

gliceraldeide3-fosfato, é convertido D.phosphodlycetits

directamente a piruvato num processo d 46

cinco passos. Como o o produto pode Phosphoenolpyruvate

ser facilmente convertido a gliceraldei®o ADE: NTPT——
fosfato, as duas metades sdo convertidas ATP

piruvato. Nesta etapa, duas moléculas ¢ Rynate

ATP séao formadas por cada molécula de tres
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carbonos que entra nesta ultima etapa a partir dos grupos fosfat@dozidos na etapa
anterior (fosforilag&o ao nivel do substrato) e na oxidacdo por'NAD

A via glicolitica degrada uma molécula de glucose em duas de piruvato por uma sequéncia de reaccoes,
sendo também produzidas moléculas de ATP e NADi¢ndimento enegético pode ser calculado
tendo em conta as duas etapas da glicolise:

1 Na etapa de seis carbonos, 2ATP sdo usados para formar #Hutbbeosfato;

1 Por cada gliceraldeidd-fosfato transformado em piruvato, 1INADH e 2ATP sao formados;

1 Como duas moléculasedyliceraldeide3-fosfato surgem de uma unica molécula de glucose, a
etapa de trés carbonos gera 4ATP e 2NADH por cada molécula de glucose:

Etapa trés carbonos: 4ATP + 2NADH
Etapa seis carbonos: -2ATP
Rendimento final: 2ATP + 2NADH

Assim, o catabolismoadglucose a piruvato na glicélise pode ser representado pela seguinte equacao:
"1 OATcGAB 00 ¢.!'$ COEOOG@AGIOC. ! $ (¢
Via das Pentoses Fosfato

Avia das pentoses fosfatpode ser utilizada ao mesmo tempo que a via glicolitica ou a vientleer
Doudoroff. Pode operar tanto aerobicamente como anaerobicamente e é tdo importante na biossintese
como no catabolismo.

3NADP’ 3NADPH + 3H' 3NADP” 3NADPH + 3H"
3 glucose-6- @ 3  6-phosphogluconate 3 ribulose -5-@
A 8H,0 3co,
Ribose-5- @ Xylulose-S-@
Transketolase I
Glyceraldehyde-3- ® Sedoheptulose-?-@
Transaldolase

; Fructose-ﬁ-@ EW“""OS““"@ Xyluljse—5—®

N

Transketolase

-

Fructose-6-® Glyceraldehyde-3- ®

Pl
; Fructost-:--ﬁ-@><L Fructose-1,6-bis (P) Pyruvate
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A via das pentoses fosfato comecga com a oxidacao da ghéeloséato a 6fosfogluconato seguida pela

a oxidacao de fosfoglucamato a pentose ribulosé-fosfato e a C® NADPH € produzido durante estas
oxidacdes. A ribulosB-fosfato € depois convertida a uma mistura de acucares fosfatos de trés a sete
carbonos.

Duasenzimas unicaslesta via ttm um papel fundamental nestas tramsfacoes:

9 Transcetolase cataliza a transferéncia de grupos cetol de dois carbonos;
1 Transaldolase¢ transfere um grupo de trés carbonos da sedoheptul@desfato para
gliceraldeide3-fosfato.

O resultado finalé que trés moléculas de gluceédosfato sdoconvertidas em duas moléculas de
frutose-6-fosfato, gliceraldeide8-fosfato e trés moléculas de ¢© estes intermediérios sdo usados de
dois modos:

1 A frutose6-fosfatopode ser convertida de novo a gluceséosfato enquanto o gliceraldeidd-
fosfato € onvertido a piruvato por enzimas glicoliticas;

1 O (gliceraldeide8-fosfato pode também regressar a via das pentoses fosfato atraves da
formacao de glucosé-fosfato.

Isto resulta na degradacdo completa da gluebdesfato a C® a na producdo de uma grande
guantidade de NADPH:

"1 OATQAMET OEFAQN $0 x(/ c#/ pc.!$0p(¢ O

A via das pentoses fosfato apresenta vafiag0es catabdlicas e anabdlicasendo resumidamente:

1. O NADPH da via das pentoses fosfato serve como uma fonte de electrdes para a reducéo de

moléculas durante a biossintese;

2. A via sintetiza acUcares de quatro e cinco carbonos para uma variedade de efeitos. O agUcar de

guatro carbonos eritrosd-fosfato é usado na sintese de aminoacidos aromaticos e da vitamina
Bs. A pentose ribos&-fosfato € umcomponente principal dos acidos nucelicos, e a ribulb$e
bifosfato € o aceitador de GQprimario na fotossintese. Para além disso, quando o0s

microorganismos crescem numa fonte de pentoses, a via também é capaz de fornecer carbonos
para a producgdo de h@ses (e.g., glucose é necesséria para a sintese de peptidoglicano);

3. Intermediarios da via das pentoses fosfato podem ser usados para produzir ATP. O
gliceraldeide3-fosfato da via é capaz de entrar na etapa de trés carbonos da glicolise e ser
convertidoa ATP e piruvato. O piruvato, por sua vez, pode depois ser oxidado no Ciclo de Krebs
para fornecer mais energia. Em adicdo, algums NADPH pode ser convertido a NADH, que
fornece ATP quando é oxidado pela cadeia transportadora de electrbes. Como pentoses séo
intermediarios desta via, a via das pentoses fosfaide ser usada para catabolizar pentoses tal
como hexoses.

Apesar da via das pentoses fosfato poder ser uma fonte de energia em muitos organismos, a sua
importancia é mais elevada em biossintese.
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Via EntnerDoudoroff

Apesar da via glicolitica ser a via mais comum par:
conversdo de hexoses a piruvato, outra via com um pg
semelhante foi descoberta, @ia EntnerDoudoroff, que
ocorre do seguinte modo:

Glucose
ATP

ADP

Glucose 6-phosphate
NADP

IAYRA

NADPH
6-phosphogluconate

6-fosfogluconate desidratase
H,0

1 Gomeca com as mesma reacc¢des da via das [sestc
fosfato, a formacdo deglucose6-fosfato e 6
fofogluconato;

1 Em vez de ser mais oxidada, do6fogluconato &
desidaratadgela 6fosfogluconato desidratasgara

KA

|2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate| KDPG

>

formar 2ceto-3-deoxi6-fosfogluconato (ou KDPG) Pyrvate  Glyceraldehyde 3"’2‘?3’““‘*
o intermediario chave da via; KNADH

1 O KDPG é gwis clivado pela KDPG aldolase KADP
piruvato e gliceraldeid@-fosfato; ATP

1 O gliceraldeideB-fosfato é convertido a piruvato ne l

porcao final da via glicolitica.

Se a via Entnddoudoroff degrar glucose a piruvato desi I

ADP
modo, ela fornece 1ATP, 1NADPH e 1NADH qamta KATP

glucose metabolizada. Pyruvate

Esta via foi identificada e®seudomonasque ndo possuem uma aldolase usada na glicélise. Assim,
pensouse que esta via existiria apenas em bactérias que ndo apresentavam essa aldolase. No entanto,
apesar da maior parte das badas apresentarem a via glicolitica e a das pentoses fosfato, algumas
substituem a glicolise por esta via, apesar do menor rendimento energético. Isto olsgepaaque o

KDPG (que é unico desta via) é encontrado em muitos meios onde as bactérias saadm,um

Gy dzi NASy (iS¢ FIFOAf RS O2yaS3adzi N

A via EntneiDoudoroff € geralmente encontrada enPseudomonas, Rhizobium, Azotobacter,
Agrobactere alguns outros géneros granegativos. Muito poucas bactérias grgnusitivas apresentam
esta via, conkEnterococcusaecalisa ser uma excepgao rara.

Naauséncia de respiracao aerdbica ou anaerdhicaNADH néo é oxidado pela cadeia transportadora

de elecetrdes porque nenhum aceitador de electrdes externo esta disponivel. Assim, o0 NADH produzido
na via glicbtica durante a oxidacao do gliceraldei@dosfato a 1,3bifosfoglicerato deve na mesma ser
oxidado de novo a NADSe o NADn&o for regenerado, a oxidagéo do gliceralde@itmsfato cessa e a
glicolise para.

Muitos microorganismos resolvem este probl@mabrandando ou parando a actividade da piruvato
desidrogenase e usando o0 piruvato ou um dos seus derivados aceitadores de electrbes e
hidrogénio para a r@xidacdo do NADH num processofdementacaa

1 Este processo levaprodu@o de mais ATP;
1 O proesso é tao eficiente que alguns quimoorganoheterotroficos ndo fazem respiragdo mesmo
guando oxigénio ou outro aceitador de electres exdgeno esta disponivel.
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Existem vérios tipos de fermentagdes, e sdo muitas ve
caracteristicos de grupos microbianosarficulares.
Devemos ter em conta domontos importantesquando
examinamos as fermentaces microbianas:

1. Nas fermentacdes, o NADH é oxidado a NAD

2. O aceitador de electrbes € o piruvato ou u
derivado do piruvato;

3. Na fermentacdo, o substrato & parcialment
oxidado, ATP é formado por fosforilagdo ao ni\
do substrato e ndo € necessario oxigenio.

Osprincipais tipos de fermatagcdesséao:

1. Fermentacdo lacticag consiste na redugdo de
piruvato a lactato e é muito comuifmiamero J.
Esta presente em bactérias (arias lacticas,
Bacillug, algas Chlorell3, alguns protozoarios €
mesmo no musculo esquelético animal. (
fermentadores lacticos podem ser separados ¢
dois grupos:

1 Eermentadores homolécticassam a via
glicolitica e reduzem directamente quas
todo o pgruvato a lactato com a enzime
lactato desidrogenase;

1 FEermentadores heterolacticoformam
guantidades substanciais de produtc
para além do lactato. Muitos produzen
lactato, etanol e C{pela via fosfocetose.

2. Fermentagdo alcoolica¢ muitos fungos e
alguma bactérias, algas e protozoaric
fermentam aclcares em etanol e £M®umero
2). O piruvato é descarboxilado a acetaldeid
gue é depois reduzido a etanol pela alco
desidrogenase com o NADH como dador
electroes;

Microbiologia geral

Glycolysis Glucose

Glyceraldehyde -3- ®
NAD

NADH +H NADH +H
1,3 blsphosphoglycerate

P ruvate
Fermentation NADH +H 4
pathways
Lactate x NADH + H
Y
@ co2 0
NADH DH
Lactate Pyruvate Acetaidehyde _> Ethanol
Pyruva\e
CoASH
Oxaloacetate 5 Acetolactate
NADH Acetyl CoA Formate Co.
NADH
CoA H co
Malate Acetyl- @ Acetaldehyde Acetoin
ADP NADH
H,0=# ATP NADH
Acetate Ethanol
Fumarate 2,3-Butanediol

Acetoacetyl-CoA

NADH
CO,

Succinate Acetone Butyryl-CoA

NADH >
e NADH “'C‘JA F e
Butyraldehyde Butyryl-@

NADH ADP
Propionate Isopropanol ATP

Butanol Butyrate

1. Lactic acid bacteria (Streptococcus, Lactobacillus), Bacillus
2. Yeast, Zymomonas

3. Propionic acid bacteria (Propionibacterium)

4. Enterobacter, Serratia, Bacillus

5. Enteric bacteria (Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Proteus)

6. Clostridium

3. Fermentacdo a &acido formicog muitas lactérias, especialmente membros da familia
Enterobacteriaceaesao capazes de metabolizar piruvato a acido férmico e outros produtos
(nimero 5. O acido formico pode ser convertido aeHCQ. Existem dois tipos de fermentagéo

do acido férmico:

1 Fermentacdodos acidos mistogesulta na excrecdo de etanol e de uma mistura
complexa de acidos, particularmente &cidos acético, lactico, siccinico e férmico. Se a
enzima de conversao do acido férmico estiver presente, o acido férmico é degradado a
H, e CQ (e.g.,E<herichia, Salmonella, Protelesoutros);

1 Fermentacdo do butanediginimero 4 é

caracteristica deEnterobacter, Serratia,

Erwiniae algumas espécies @acillus O piruvato é convertido a acetoina, que € depois

Joana Maria Soares Pereira

126



FCUP/ICBAS 2009/2010 Microbiologia geral

reduzida a2,3-butanediol com NADH. Uma gide quantidade de etanol é também
produzida, em conjunto com menores quantidades de &cidos encontrados na
fermentacdo dos &cidos mistos.

(a) Mixed acid fermentation (for example, Escherichia coli) Typical products (molar amounts)  (b) Butanediol fermentation (for example, Enterobacter) Typical products (molar amounts)
— 2,3-Butanediol + CO, Acidic : neutral
Glucose —ycoysts Pyruvate Lactate 1:6
CO,: H,
— Ethanol 5:1
CO,
*—-&----»Suoehlh Loehate
Glucose —2=%8__ pyryvate —
Aoe\y|~OoA——-E --+ Succinate
Acetate
s 1 co. --> Acetate
2
Formate __E:
Hy L— CO,+H,

Os microorganismos podem fazamda outras fermentacfes. Por exemplo, protozoarios e fungos
normalmente fermentam @lcares a ldato, etanol, glicerol, succinato, formato, acetato, butaliol e
produtos adicionaisPor outro lado, membros do génerGlostridiumsdo capazes de fermentar
aminoacidos a acetato, e outros acidos organicos, comatmegctato, propionato eitrato também
podem ser fermentados.

Muitas destas fermentacdes sdo de granmagortancia pratica

T
T

O citrato pode ser convertido a diacetil e da sabor ao leite fermentado;

Asfermentacfes alcoolicas e lacticedo bastante uteis pois as primeiras podesn gsadas na
producao de bebidas alcoolicas e p&o e as segundas podem ser usadas na formacéao de iogurte,
gueijo e pickles

O acido propidnico resultante da fermentacdo do oxaloacetato, apés conversao do piruvato a
oxaloacetato, esta envolvido na produca® gueijo suico;

A acetona e o isopropanol resultantes da fermentagcédo do acido acético sdo usados na producao
de removedor de verniz, etc...;

O acido aceético resultante da fermentacdo do piruvato via aCeth € usado na producédo de
vinagre.

Glucose

NAD*
NADH
PYruvic acid s,
Organisms ‘/5———' ‘ \ —
Bacillus
p Escherichia
Propionibacterium Lactobacillus Saccharomyces Clostridium NADH
e Streptococcus o/ Acetobacter
Fermentation 1 1 1 1 1
products
CO,, propionic adid Lactic acid CO,, ethanol Acetone, isopropanol Acetic acid NAD*
5] ()

| = I
| | e W)l Y =)

Swiss cheese Cheddar cheese, Wine, beer Nail polish remover, Vinegar
yogurt, soy sauce rubbing alcohol
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Identificacé BacterianaAtravés da Fermentacgao

As fermentagcdes do acido formico sdo bastante uteis idantificacdo de membros das
Enterobacteriaceae Os fermentadores do butanediol podem ser distinguido dos fermentadores dos
acidos mistosle trés modos:

1. Oteste de \bgesProskaueré um procedimento colorimétrico que detecta o percursor acetoina
do butanediol e é positivoqvermelho) com fermentadores de butanediol mas ndo com
fermentadores de acidos mistos;

2. Fermentadores dos &cidos mistos produzem quatro vezes nradujps acidicos que 0s
neutros, enquanto os fermentadores de butanediol formam principalmente produtos neutros.
Assim, fermentadores de acidos mistos acidificam os meios de incubagéa extensao muito
maior. Esta € base dteste do vermelho de metilo.Este teste é positivo apenas para a
fermentagdo dos acidos mistos porque o pH desce abaixo de 4.4 e a cor do indicador muda de
amarelo para vermelho;

3. CQ e H séo formados em quantidades iguais apartir do &cido férmico durante a fermentagéo
dos acidos nsitos. No entanto, os fermentadores de butanediol produzem excesso ge @0
razdo C@H, é préxima de 5:1.
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Para determinarmos se uma bactéria faz fermentackoum determinado aclcae que tipo de
fermentacdo faz, podemos fazer um teste simples que seibasaproducdo de gés e acididacao
Normalmente, usae um sistema no qual € introduzido um indicador de pH bastante sensivel (ndo sera
o vermelho de metilo), de modo a ser determinada a existéncia de acidificagéo, e introduzido também
um tubo mais pegeno invertido, que mostrara a forma¢éo ou ndo de gas:

1 Como em todas as fermentacdes existe a formacac
um acido, a alta sensibilidade do indicagermitira a
identificacdo da fermentacéo por alteracéo da cor
indicador;

1 A formacéo de C{ha fermenta@o ocorre em alguns
tipos de fermentagdes (e.g., alcodlica, do propionafl
do butanediol, do isopropanol) mas noutras nao
observa. Assim, se um tubo com resultado posit
para fermentacao ocorrer formacéao de gas ficamos g gp ACID/GAS NEGATIVE
saber que tipo de fermentacdm bactéria fara. Se nao
houver formacdo de gas na presenca de acidifcacdo, estaremos na presenca de uma
fermentacdo sem producédo de gas, que também podemos identificar.

Apesar de alguma energia ser obtida apartir da quebra da glucose atpirpglas vias anteriores,
muita é libertada quando o piruvato é degradao aerobicamente an@@erceira etapa do catabolismo:

1. Inicialmente, o complexo multienzimatico piruvato desidrogenase oxida o piruvato para formar
CQ e acetitCoA, uma molécula ricam energia composta por acido acético e coenzima A
ligados por uma ligacéo tioéster de alta energia;

2. A acetitCoA surge do catabolismo de muitos carboidratos, lipidos e aminoacidos e pode depois
ser degrada no Ciclo de Krebs.

O substrato para €iclo de kKebsé a acetdCoA e os passos envolvidos nesta via sao:

1 Na primeira reaccdo, a ace@oA é condensada com um intermediario de quatro carbonos, o
oxaloacetato, para formar citrato na etapa de seis carbonos;

1 O citrato é rearranjado para formar isocitratan alcool secundario mais facilmente oxidado;

1 O isocitrato é subsequentemente oxidado e descarboxilado duas vezs para forkmar
cetoglutarato, depois succiroA;

1 Neste ponto, duas moléculas de NADH s&o formadas e dois carbonos sédo perdidos do ciclo
comoCQ. Como dois carbonos séo adicionados como aCetld no inicio, o balanco € mantido;

1 O ciclo entra agora na etapa de quatro carbonos durante a qual dois passos de oxidacao
fornecem uma molécula de FAP#uma molécula de NADH por cada aegtlA,;

1 Em adtdo, GTP é produzido apartir de suceBuolA por fosforilagcdo ao nivel do substrato;

1 Eventualmente, o oxaloacetato é reformado e fica pronto para ligar outra molécula de acetil
CoA.

O Ciclo de Krebs gera duas moléculas dg & moléculas de NADH, umalécula de FADH uma
molécula de GTP por cada molécula de a€&iil\ oxidada.
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Pyruvate
CoA
NAD"
NADH + H*
CO,
Acetyl-CoA (2 carbons)
’——k
NADH + H- Oxaloacetate Citrate
H,0
NAD"
Cis-aconitate
L-Malate H.0
6 carbons
H.0 Isocitrate
Fumarate "
4 carbons NAD
FADH,
5 carbons NADH + H’
FAD
co,
Succinate
CoASH
Succinyl-CoA
GDP
P Cco

No entanto, também podemos ver o Ciclo de Krebs como viende oxidacdo de actelCoA a CQ que
podemos dividir em trés passos:

1. Oprimeiro passo constitui a ligagdo de unugp acetil ao carregador acetil, ogatetato, para
formar citrato;

2. O segundo passo comega com o citrato e termina na formacéao de s@mwilAqui, a progéo
carregadora de acetil do citrato perde dois carbonos quando é oxidada para dar origem a duas
moléculas de CO

3. O terceiro passo converte succilibA a oxaloacetato, o carregador acetil, de modo que este é
capaz de recolher outro grupo acetil.

Asenzimas do Ciclo de Krels&o amplamente distribuidas entre os microorganismos:

1 O Ciclo de Krebs completparece estar funcional em muitas bactérias aerdbicas, em
protozoarios livres e na maior parte das algas e fungos. Isto ndo é supreendente porque o ciclo é
uma fonte de energia bastante importante;

1 Contudo, o anaerdbio facultatiid. colindo usa o cicloanpleto sob condi¢cdes anaerdbicas ou
guando a concentracdo de glucose é alta, mas usa em algumas vezes. Apesar destes
microorganismos ndo apresentarem o ciclo completo, normalmente apresentam a maior parte
das enzimas do ciclo porque uma das principaigdes desta via € fornecer esqueletos de
carbono para uso em biossintese.
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Pouca quantidade de ATP é sintetizada até este ponto. Apenas o equivalente a quatro moléculas de ATP
é directamente sintdzado quando uma molécula de glucose € oxidada a seis moléculas gel&€@a
da glicdlise e pelo Ciclo de Krebs.

A maior parte do ATP gerado tem origem na oxidagdo de NADH e RAD&tleia transportadora de
electrdes!

Cadeia Transportadora de Electrée

A cadeia transportadora de electrdes mitocondriad composta por uma série de carregadores de
electrées que operam em conjunto para transferir electrdes de dadores, como NADH ¢ pARH
ceitadores, como ©

1 Os electrdes fluem dos carregadores ca -os
potenciais de reducdo mais negativos pa  _yslwaon

FeS

aqueles como potenciais mais positivos ok a5 Complex
eventualmente combinam com ,Oe H para ol !
formar agua; L e T N oytb,

A diferencados potenciais de reducéo entre, © Fe . Goa.”  Cyth,
NADH é grande, cerca de 1,14 volts, e tors ™ 'Sm/;ate —
possivel a libertacdo de umaamde quantidade ¢ **°f i oxte: o T ORE

FeS

de energia;

1 As alteracbes de potencial em varios pontos
cadeia sao suficientemente grandes para fornec  +osf
suficiente energia para a producao de ATP; w06

1 A cadeia transportadora de electrbes reparte
grande energia geral em passos pequersesndo
alguma da energia libertada armazenada | . . . .
forma de ATP; Approximate position in chain

1 O transporte de electrbes nestes pontos gera gradientes electricos e de protdes, sendo que
estes gradientes dirigem a sintese de ATP.

Cug
+0.4 Complex Cytag
v

Approximate E;
+
o
w

2

Ostransportadores da cadeia transportadora de electroessidem na membrana interna mitocondrial
ou na membrana plasmatica bacteriana:

1 O sistema mitocondrial € arranjado em quatro complexos de carregadores, cada um capaz de
transportar electrdes para £
1 A coenzima Q e o citocronodigam 0S complexos uns aos Cosr

O processo pelo qual a energia do transporte de electrdes é usado para fazer ATP € designado
fosforilagdo oxidativa

g Trés moléculas de ATP séo sintetizadas a partir de Apguarilo um par de electrBes passa de
NADH para um atomo de,O

g Como os eldedes apartir de FADHapenas passam dois pontos de fosforilagdo oxidativas
moléculas de ATP séo sintetizadas quando um par de electrbes passa gep&vsDBl
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Bacterium Mitochondrion

Exterior

Cytoplasmic
membrane

Cytoplasm

Exterior of prokaryote
or intermembrane space
of mitochondrion

FMN

A4S
Phospholipid
membrane

'NADH +(H)
NADH
from glycolysis,
Krebs cycle, from
pentose phosphate Krebs cycle
pathway, and

Entner-Doudoroff

pathway

Cytoplasm of prokaryote
or matrix of mitochondrion

. ATP

Apesar de algumasadeias bacterianaserem semelhantes a cadeia mitocondrial, dlaguentemente
diferem entre si:

9 Variam nos seus carregadores de electrbes (e.g., nos seus citocromos) e podem ser ramificadas;

1 Os electrbes podem erdr em varios pontos e sair atr@s de varias oxidases terminais;

1 As cadeias bacterianas podem ser mais cudgoroduzirem menores quantidades de ATP do
gue as cadeias mitocondriais.

As cadeias transportadoras de electrdes procariotas e eucariotas diferem em detalhes de construcéo
apesar de operarem usando 0s mesmos principios fundamentais.

Ascadeias transporidoras deEscherichia coke Paracoccus denitrificanservem como exemplo para
estas diferencas:

1 Apesar deE. colitransportar electrdes de NADH para aceitadores e mover protdes atraves da
membrana plasmatica, a sua cadeia transportadora de electrdesedifier mitocondrial
apresentando uma gama diferente de citocromos e sendo ramificada. Coenzima Q ou ubiqunol
doam electrdes a ambas as ramificac6es, mas operam em condi¢fes diferentes de crescimento.
A ramificacdo do citocromdtem uma afinidade muito elewka por oxigénio e funciona a baixos
niveis de oxigénio. Ndo é tao eficiente como a ramificacdo do citocmopaooque ndo bombeia
protdes activamente. A ramificacdo do citocronmotem afinidade moderada pelo O é
bombeador de protbes e opera a concentrag@® Q superiores;
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1 A Paracoccus denitrificané uma bactéria gramegativa, anaerébia facultativa do solo que é
capaz de crescer heterotroficamente com uma variedade de nutrientes e autotroficamente em
H, e CQ como NQ@ como aceitador de electrdesA badéria é capaz de fazer respiracao
aerobica ou respiracdo anadyica com nitrato como aceitador:

a) A cadeia transportadora aerébica tem quatro complexos que correspondem a cadeia
mitocondrial. Em adi¢éo aos dadores como NADH e succiratacoccusxida meanol
e metilamina e cresce no solo com esses compostos como fontes de carbono. Os
electrbes entram na cadeia transportadora de electrdes ao nivel do citocmnid
metanol é oxidado a formaldeido, que é convertido a @0ncorporado no Ciclo de
Calvin

b) Quando a bactéria cresce anaerobicamente com nitrato como 0 seu aceitador de
electrdes, a cadeia é estruturada de modo difererf@ecomplexo citocrom@az nédo
funciona. Em vez disso, os electrdes no citocr@mwovemse para a nitrato redutase,
oxido nitri@m redutase e oxido nitroso redutase. Nado sdo muitos os protdes que
atravessam a membrana neste arranjo, mas isto permite o crescimento anaerobico.

CH,0H HCHO
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stationary phase space — e®
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Cadeia transportadora de electrdes
E. coli (®)

Cadeia transportadora de electrbes

. ~ . . Paracoccus denitrificans
Fosforilacdo Oxidativa

De acordo com &ipétese quimiosmotica a cadeia transportadora de electrdest& organizada de
modo a que protdes moverse para o exterior da matriz mitocondrial e electrdes séao transportados
para o interior:

1 Protbes movense pela accdo de bombas de protdes especiais que derivam a sua energia do
transporte de electroes;
1 Protées moem-se por meio dos carregadores;
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O resultado € uméorca motriz de protdescomposta por um gradiente de protée® um potencial de
membrana devido a destribuicdo assimétrica de cargas. Esta for¢ca motriz est4 envolvida em:

T

Sintese de ATE quando os prtdes voltam para a matriz mitocondrial devido a for¢ca motriz, o
ATP é sintetizado numa reacgéo de hidrolise de ATP inversa. Um processo semelhante ocorre
em procariotas, com 0 movimento de electrdes a promover a saida de protdes da célula;
Transporte de mtéculas através da membranacomo visto para o simporte e o antiporte;

Rotacédo do flagelo bacteriang o movimento de protées para o interior da célula bacteriana
fornece energia para a rotagao do flagelo (ver pg. 67).

a hipotese quimiosmética € amplamentaceite em Microbiologia pois existe uma evidéncia

consideravel da producdo de gradientes de protbes e de carga através da membrana. Contudo, a
evidéncia dos gradientes de protdes como directores da fosforilacdo oxidativa ainda ndo é conclusiva
pois em ajumas bactérias marinhas halofilicas, ides de s6dio podem ser usados para dirigir a sintese de

ATP.

Independentemente do mecanismo, a sintese de ATP ocorre ngfAHPase oATP sintetase

T

O componente F mitocondrial surge como ume
estrutura esfericaigada a superficie da membran AP 4,
interna por uma haste e 0 componentg éncontra "
se embebido na membrana; ADPaBy
A Rk ATPase encontrae na superficie interna de
membrana plasmatica bacteriana;

A Rparticipa no movimento de protbes atarvés d
membrana e este mamento através de um canalen
R dirige a fosforilacdo oxidativa;

F. € um grande complexo com trés subunidades
intercaladas com trés subunidadesA subunidade
extendese para baixo do complexa 3, compondo ‘
parte da haste e interagindo corg; F 5%
Muito da subunidade encontrase posicionado no
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centro de I, revestida por subunidadései , e roda rapidamenteandireccao contraria ao dos
ponteiros do reldgioe leva a alteragbes conformacionais que dirigem a sintese de ATP nas
subunidades activas.

Muitos quimicos inibem a sintese aerdbica de AP podem mesmo matar células quando se
encontram em concentracdesuficientemente elevadas. Estes inibidores geralmente caem em duas
categorias:

1 Bloqueadores de transporte de electresbloqueiam directamente o transporte de electrbes,
ndo permitindo que a cadeia transportadora de electrbes funcione. Por exemplo, @totb
piericidina compete com a coenzima Q, o antibiético antimicina A bloqueia o transporte de
electrbes entre citocromo® e c e tanto a cianida como a azida param a transferéncia de
electrBes entre citocroma e O, porque sdo analogos estruturais dg; O

1 Desacopladoreg; param a sintese de ATP sem inibirem o transporte de electrbes. De facto,
podem ainda aumentar a taxa de fluxo de electrbes. Normalmente, o transporte de electrdes é
fortemente acoplado a fosforilagcdo oxidativa de modo que a taxa dessnie ATP controla a
taxa de transporte de electr6es. Quanto mais rapida a sintese de ATP durante a fosforilacdo
oxidativa, mais rapidamente funcionard a cadeia transportadora de electrdes para fornecer a
energia mecessaria. Os desacopladores desacoplémsfarilacdo oxidativa do transporte de
electrBes, assim, a energia libertada pela cadeia é libertada como calor em vez de ATP. Muitos
desacopladorexomo dinitrofenol e valinomicina permitem que ides hidrogénio, potassio e
outros atravessem a membranarseactivarem a ATP sintetase, destruindo os gradientes de iGes
e de pH. A valinomicina pode também ligar direcatmente a ATP sintetase e inibir a sua
actividade.

Os electrbes derivados dos acgucares e outras moléculas organicas sé@e weuziés doados tanto a
aceitadores de electrdes enddgenos como antlecular pela cadeia transportadora de electrdes.
Contudo, muitas bactérias apresentam cadeia transportadoras de electrdes que sdo capazes de operar
com aceitadores exdgenos de electrfpesa além do @

Este processo € designado despiracdo anaerObicae os principais aceitadores de electrdes séo
nitrato, sulfato e Cg mas metais e algumas moléculas organicas também podem ser reduzidas.

Aceitador de electr6e3| Produtos reduzidos | Exempl® de microorganismos
Respiracéo aerdbica

o ‘ H,O ‘ Todas as bactérias, fungos, protozarios e algas aerobic
Respiracdo anaerobica

NGOy NGO, Bactérias entéricas

NGO; NG, NO, N Pseudomonas, BacilledParacoccus

sQ” H,S Desulfovibrice Desulfotomaalum

CcQ CH Todos os metanogénios

g H,S Desulfuromonag Thermoproteus

Fe* Fe* Pseudomonas, BacillesGeobacter

HAsSQ” HasQ Bacillus, Desulfotomaculum, Sulfurospirillum
SeQ” Se, HSeD Aeromonas, Bacillus, Thauera

Fumarato Succinato Wolinela
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Algumas bactérias sdo capazes de usar nitrato como aceitador de electrdes no final da sua cadeia
transportadora de electrdes e mesmo assim produzir ATP. Muitas vezes, este processo € designado de
reducdo dissimilatéria de nitrato O nitrato podem sereduzido a nitrito pela nitrato redutase, que
substitui a citocromo oxidase:

o A ¢ o (/

1 Areducao do nitrato a nitrito ndo € um modo particularmente eficiente na producao de ATP,
porque grandes quantidades de nitrato sdo necessarias para o crescimento (uma molécula de
nitrato aceita apenas dois eled&s);

1 Onitrito formado é relativamente toxico.

Deste modo, o nitrato é muitas vezes completamente reduzido a azoto gasoso, um processo conhecido
comodesnitrificacdo Cada nitrato ira assim aceitar cinco electrdes e o produto ndo sera toxico:

¢. ! ph p¢ o/
A desnitrificacdo é um processo em multiplos passos com quatro enzimas a participar:

1. Nitrato redutase NG THhNG, 3. Oxido nitrico redutaseNOTHN,O
2. Nitrito redutase NO, THNO 4. Oxido nitroso redutaséN,O MN,

A nitrito redutase baterianaencontrase no espaco periplasmatico em b&gas gramnegativas e a
oxido nitrico redutase cataliza a formacgéo de 6xido nitroso como um complexo ligado a citdacomo
Um exemplo de bactérias desnitrificante$*@racoccus denitrificardo solo gam-negativa, que reduz
nitrato a N anaerobicamente. A sua cadeia contem uma nitrato redutase e uma oxido nitrico redutase
membranares, enquanto a nitrito redutase e a 6xido nitroso redutase sao periplasméticas.

A desnitrificacdo é realizada por alguns nieas do génerd®seudomonas, Paracocoei8acillus Eles

usam esta via como uma alternativa a respiracéo aerobica normal e podem ser consideraeiabios
facultativos. A desnitrificacdo em solos resulta na perda de azoto do solo e afecta negativamente a
fertilidade do solo.

Dois outros grupos principais usam a respiragdo anaerébica sdo anaerobios obrigatorios:

1 Os que usamCQ ou carbonato como aceitador terminal de electrbes s&o designados
metanogénios porque reduzem g@®metano;

1 O sulfato também pode se usado como aceitador final de electr6es em bactérias como
Desulfovibripsendo reduzido a sulfeto{®u HS) aceitando oito electrdes.

A respiracdo anaerobica nédo é téo eficientesirdese de ATBomo a respiracdo aerobica, isto €, ndo é
produzido tao ATP por fosforilagdo oxidativa com nitrato, sulfato e Gfno aceitadoresA redugéo
da producdo de ATResulta do facto de estes aceitadores de eléety altenativos apresentarem
potenciais de redu¢cdo menos positivos queo O

1 A diferengca de potencia de redugdo entre um dador como NADH e nitrato € menor que a
diferenca entre NADHL

1 Como a energia resultante é directamente proporcional a magnitude da diferenca de potenciais,
menos energia esta diponivel para a producdo de ATP na resipracdo anaerobi
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Todavia, a respiracdo anaerobica é util porque é mais eficiente que a fermentacéo e permite a sintese
de ATP por transporte de electrbes e fosforilagdo oxidativa na auséncia @st@ respiracdo é muito
prevalente em solos e sedimento sem oxigénio.

Por exemplo, se @ nitrato, iAo manganénsio, ido férrico, sulfato e,@&3tiverm disponiveis num
ambiente particular, umaequéncia especifica de oxidac@corre quando um substrato oxidavel esta
disponivel para uma populacdo microbiana:

1. O oxigénio € usadprimeiro como aceitador de electrdes porque inibe o uso de nitrato por
microorganismos capazes de fazer respiracdo cemriitrato. Enquanto o @esta disponivel, os
redutores de sulfato e os metanogénios sdo inibidos porque estes grupos sdo anaerdbios
obrigatorios;

2. Quando @ e nitrato sdo esgotados e produtos da fermentacdo, incluindo hidrogénio, se
acumularam, a competicao pelo uso de outros oxidantes comeca, sendo 0 manganésio e o ferro
primeiro usados seguidos de competicdo entre redutores de sukatmetanogénios.Esta
competicdo é influenciada pefaaior energia obtida com o sulfato como aceitador.

Deteccdo da Respiracdo Anaerdbica

As bactérias podentibertar H,S durante o seu metabolismo a partir de dois tipos de reaccdes
diferentes:

1. Dessulfuracaala cisteina para sua utilizagdo como fonte de carbono;
2. Utilizacdo de composto inorganicos de enxofre, por exemplo sulfatd(®Qiossulfato ($:7),
como aceitadores finais de electrdes durante a respiragdo anaerodbica.

A libertacdo de k6 nado é univesa¢ e pode ser utilizada para distinguir bactérias durante o processo de
identificacdo. Para detectar esta libertacdo, utilizaenmeios contendo tiossulfato e petona (dirigido de
proteinas ricas em cisteina) como fontes de enxofre e um sal de ferro pseatdr HS. O meio mais
utilizado é ameio SIM

Formula Per Liter

Bacto PePlOne: .. 7 c st on nisv o/t Samc e wo sisotaaeiers 30 g
Bacto BeeEBRITact 'oe - oo e e detem s e S sy de b 3g
Pentonizod JEOm NI = s s 8 e e e o R ke 02 g
SOAUBITRIORUITAIR.« &Vl S e dm i oreon VA 0.02 g
BACIOUABRE' oo oo o v e etaiozh Haas oo s e g

Final pH 7.3 £ 0.2 at 25°C

Uninoculated Escherichia coli Salmonella typhimurium
tube .ATCC° 25922 ATCC® 14028
with indole reagent with indole reagent
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O meio SIMé um meio de agar semsbdlido usado para a identificacdo de membros da famila
Enterobacteriaceadetectanto a formacéo delole, sulfureto de hidrogénio e mobilidade:

1 Mobilidade ¢ quando o micoorganismos € introduzido no agar sesdlido numa direccao
paralela ao eixo do tubo, a bactéria ira migrar por meio do seu flagelo para além da linha de
introducdo.lsto porduz uma tura¢céo por todo o meio. Uma bactéria que ndo se mieigara o
meio limpido. O cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) é um composto soluvel incorporado no
meio. Quando recolhido por uma bactéria, a substancia é reduzida libertando acido formazan,
um composto altamente pigmentado de vermelho e insoluvel. Assim, na presenca deste
pigmento, bactérias moveis levam a que o meio fico rosado e bactérias ndo moveis criam apenas
uma linha rosa no meio;

1 Sulfeto de hidrogénio (k8)¢ enxofre é incoporado no meio na forma de tiossulfato de sadio,
com o indicador citrato de amonia férricBe HS for produzido, ele reagird com o indicador para
produzir sulfureto ferroso que precipita no meio, produzindo uma cor negra,

1 Indole ¢ o triptofano é incorporado no meio na forma de peptonas. Se o organismo produzir
triptofanase, o triptofano sera agbrado nos seus produtos, particularmente indole. Este
composto reage com o aldeido no reagente de Kovac para formar uma cor vermelha ou purpura.
Uma reaccado negativa nao mostrara alteracéo de cor apés introducao do reagente.

Na respiracdo aerdbica e na respiracdo anaerébica, o ATP é formado como um resultado da actividade
da cadeia transportadora de electrdes. No entanto, electrdes para esta cadeia podem também ser
obtidos apartir de nutrientes inorganicos, e € possivelivdg energia daoxidacdo de moléculas
inorganicasem vez de de nutrientes organicos.

Esta habilidade esta confinada a uma grupo de bactérias desiggaamlitotréficos, sendo que cada
espécie é especificas na sua perferéncia de dadores e aceitadostectiées:

Bactéria Dador de electrdes | Aceitador de electrdes Produtos
Alcaligenes, Hydrogenophaga, Pseudomorsgp. | H, O H,O
Nitrobacter NO, O, NGO, HO
Nitrosomonas NH," o NO,, HO
Thiobacillus denitrificans S, HS NOy SQ%, N,
Thiobacillusferrooxidans F€' S HS o, Fe' HO, HSQ

1 O aceitador é normalmentefOmas sulfato e nitrato séo também usados;
1 Os dadores de electrdes mais comuns séo hidrogénio, compostos reduzidos de azoto, compostos
reduzidos de enxofre e ferro ferroso {He

As bactérias quimiolitotroficas sdo muitas vezes autotroficas e usam o Ciclo de Calvin parasfixar CO
como a sua fonte de carbono. Contudo, alguns quimiolitotréficos sdo capazes de funcionar como
heterotréficos se compostos organicos reduzidos estiverespahiveis:

1 Energia consideravel é necessaria para reduziraGfarboidratos pois a incorporagéao de, 00
Ciclo de Calvin requer trés ATP e dois NADPH;

1 Muito menos energia esta disponivel da oxidacdo de moléculas inorganicas do que da oxidacao
completa é glucose a GO
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Reaction AG’” (kcal/mole)”
H, + 12 0,——> H,0 —56.6

NO, + /20, ———>NO; -17.4

NH,* + 1/20,———>NO,™ + H,0 + 2H* —65.0

$*+ 1120, + H,O ———>H,S0, —118.5

$,0,> + 20, + H,0 ———>280,> + 2H* —223.7

2Fe** + 2H* + 12 0, ——>2Fe™ + H,0 -11.2

“The AG"” for complete oxidation of glucose to CO, is ~686 kcal/mole. A keal is equivalent
10 4.184kJ.

~

As razdes P/O para a fosforilagdo oxidativa em quimilitotroficos sdo provavelmente a volta de 1,0.
Devido a producéo de ATP ser tdo baixa, os quimiolitotréficos devem oxidar uma grande quantidade de
material inorganico para crescer e reguzir, e isto magnifica o seu impacto ecolégico.

Varios géneros bacterianos sdo capazesod&lar gas hidrogéniopara produzir energia porque
possuem uma enzima hidrogenase que cataliza a oxidacéo do hidrogénio:

( ¢( GA

f Os electrdes sadoadhdos tanto & cadeia transportadora de electrdes como ao Ndépendendo
da hidrogenase;

1 Se NADH for produzido, ele pode entrar na sintese de ATP pela cadeia transportadora de
electrOes e pela fosforilagdo oxidativa, comoOmo aceitador terminal de electroes;

1 Estes microorganismos oxidantes de hidrogénio usam muitas vezes compostos organicos como
fontes de energia quando tais nutrientes estédo disponiveis.

Os quimiolitotréficos oxidantes de azoto mais bem estudadosa@@rias nitrificantes Estas bactérias
do solo e aquéticas sédo de alto significado ecolégico e a oxidacdo de amonia a nitrato depende da
actividade de pelo menos dois géneros diferentes:

f Nitrosomonage Nitrosospiraoxidam amonia a nitrito: NA+ 1% QIHNG, + HO + 2H;

1 O nitrito édepoisoxidado pomitrobactere Nitrococcigpara formar nitrato:NOG, + %2 Q' bgih

1 A energia libertada na oxidacdo da amoénia e do nitrato é usada para formar ATP pela
fosforilacdo oxidativa.

Quando dous género trabalhmem conjunto, a amonia no solo é oxidada a nitrato num processo
designadaitrificagéo.

Contudo, os microorganismos necessitam de Uorde de electrbestal como uma fonte de ATP de
modo a reduzir C£e outras moléculas:

1 Como moléculas como amdnia e nitvaapresentam potenciais de reducdo mais positivos que o
NAD, elas ndo conseguem doar directamente os seus electrdes para formar NADH e NADPH
necessarios;

9 Bactérias oxidantes de enxofre apresentam a mesma difuldade.

Ambos os tipos de quimiolitotroficos selvem este problema usando a forga motriz de electrBes para
reverter o fluxo de electrbes nas suas cadeias transportadoras de electrbes e reduZircddD
electrbes de dadores azotados e de enxofre:

1 Como energia é usada para gerar NADH e ATP, o ATP mbfidal € muito pouco;
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1 Os quimiolitotroficos s@o capazes de sustentar esta ineficiéncia pois ndo apresentam
competidores sérios para as suas unicas fontes de energia.

Periplasm

Cytoplasm

NO,” + H,0

NO,~ + 2H*

Asbactérias oxidantes de enxofredo o terceiro gupo principal de qumiolitotroficdBactérias como
Thiobacilluoxidam enxofre (5, sulfeto de hidrogénio ¢#$), tiossulfato (85°) e outros compostos de
enxofre a acido sulfurico, apresentando um impacto ecologico significante:

1 Geram ATP por fosforilagdo oxidativa € p (a) Direct oxidation of sulfite

T

fosforilacdo aonivel do substrato envolvendc
adenosina fosfosulfato (AR@&na molécula de
alta energia formada apartir de sulfito «
adenosina monofosfato;

Alguns destes procariotas sa
extraordinariamente flexiveis a nive
metabdlico, podendo crescer aerobicament
como bactérias oxidantes de enxofre e fazenc
respiracdo anaerdbica na auséncia dgodm
enxofre molecular como aceitador final;

Como outros quimolitotréficos, sdo capazes |
usar CQ como fonte de carbono. Mas muita:
podem crescer heterotroficamente se Ihe
forem fornecidos fontes de carbono organic
como glucose ou aminoacidos.

Fotossintese

sulfite oxidase g2 4 pe-
—_— - S0,

(b) Formation of adenosine 5'-phosphosulfate

280, +2AMP — 2APS + 4e
2APS + 2P, —> 2ADP + 250,
2ADP —> AMP + ATP

Il
'0—1'-i—O—II:‘—O—CH2 0
(o]

250 +AMP + 2P, —> 280" + ATP + de”

NH,
N
74 | Sw
/)
N N
Adenosine 5’-phosphosulfate

o

OH OH

Muitos microorganismos sdo capazes de capturar energia luminosala paga sintetizar ATP e NADH
ou NADPH. Este processo no qual a energia luminosa é recolhida etidan@eenrgia quimica é
designaddotossintese

1 Normalmente, um organismos fotossintético reduz e incorporg, @ccdes que sao também

T

consideradas como parte deste processo;

A fotossintese é um dos processos metabdlicos mas significativos na Terra poispi toda a

nossa energia é no fim de contas derivada da energia solar;

Fornece aos organismos fotossintéticos com ATP e NADPH necessarios para sintetizar o material
organico necessario para o crescimento. Assim, estes organismos funcionam como base para

maior parte das cadeias alimentares na biosfera;
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f E responséavel por repor os fornecimentos dg Om processo importante feito por uma
variedade de organismos, tanto eucariotas como procariotas;

1 Apesar de sempre se associar a fotossintese as plantasicgse cerca de metada da
fotossintese na Terra € efectuadas por microorganismos.

Plantas superiores Cianobactérias (algas azuérde)
Algasverdes, castanhas e vermelhas multicelularg Bactérias verdes sulfosas
Algas unicelulares (e.g., euglenoides, dinoflagelad Bactérias verdes nasulfurosas
diatomaceas) Bactérias puarpura sulfurosas
Bactérias purpura néeulfurosas
Prochloron

A fotossintese num todo em dividida efoas partes

1. Reaccg0es de luzaqui, a energia luminosa é recolhida e convertida a energia quimica;
2. Reaccdes de escumaqui, a energia quimica obtida na parte anterior € usada para reduzir ou
fixar CQ e sintetizar constituintes celulares.

Podemos distinguir dois tipos de fotossintese

1 Fotossintese oxigénicqrealizada em eucariotas e cianobactérias;
1 Fotossintese anoxigénicarealizada por todas as outras bactérias.

Reaccdes de Luz em Eucariotas e Cianobactérias
Todos os organismos fotossintéticos apresenfagmentos para a absorgide luz

1. Clorofilas¢ sdo os pigmentos mais importantes e sdo grandes aneis planares compostos por
quatro aneis pirrolicos substituidos com um atomo de magnésio coordenado por quatro atomos
de azoto centrais. Vérias clorofilas foram identificadas em réotead, sendo as duas mais
importantes a clorofilaa e a clorofilab. estas duas moléculas diferem ligeiramente nas suas
propriedades estruturais e espectrais. Ambas absorvem luz vermelha e luz vermeha, mas como a
absorcao na gama do vermelho é maior, Wezde é transmitida. A longa cauda hidrofébica
ligada ao anel de clorofila ajuda a sua ligagdo a membranas, o local das reaccdes de luz;
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