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Metodologia docent de les classes teoriques

En aquest curs, a les classes teoriques es realitzara una introduccié a la classe inversa, en el que s’inclouran
dubtes o preguntes que els estudiants o els professors vulguin realitzar sobre els temes tractats. Els resums
dels continguts a tractar en els diferents blocs es depositaran al Campus virtual abans de les diferents classes
programades. Aquests resums poden incloure preguntes, recomanacions bibliografiques concretes dels llibres
que els estudiants tinguin en obert, aixi com d’altres fonts com publicacions i pagines web, que es puguin
consultar en obert. Els estudiants després de rebre aquesta informacié la treballen i I'assimilen individualment.
A la classe els estudiants proposen als professors els seus dubtes i preguntes sobre el material rebut. També
poden donar respostes a les preguntes préviament plantejades pel professor. El professor explica el contingut
del tema i dona resposta als dubtes i preguntes dels estudiants.

Important: Tots els vostres dubtes, les preguntes, les figures i els experiments, els podem comentar a la
sessio d’aula corresponent.
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1. Metabolisme microbia.

1.1. Caracteristiques generals.

Com ja sabeu, quan parlem de metabolisme ens referim al conjunt de reaccions quimiques que es produeixen
en les cel-lules. S’hi inclouen tant les reaccions de biosintesi o anaboliques, com les cataboliques. En les
primeres hi ha un consum d’energia (endergoniques), que es genera amb el segon tipus de reaccions
metaboliques (exergoniques).

El compost d’alta energia i probablement el més important en les cel-lules és I’ATP (trifosfat d’adenosina).

Si mirem I'estructura del ATP (veure Figura 3.12 llibre 2), ens podem fixar que hi ha dos tipus d’enlla¢ (anhidrid
i éster) que uneixen els grups fosfat a la molécula d’adenosina. Quan s’hidrolitzen els enllagos anhidrid
s’allibera molta energia, i es forma ’AMP (Adenosina amb un grup fosfat unit per enllag éster, no energétic).

Hi ha dos tipus de mecanismes quimics de generacio de I'ATP:

- Fosforilacié a nivell de substrat
- Fosforilacié oxidativa

La fosforilacié a nivell de substrat és un tipus de mecanisme en el que I’ATP es forma a partir de productes
intermedis d’alta energia (elaborats durant reaccions cataboliques, p.ex. la Glucosa 6-P), aquests alliberen un
grup fosfat i el donen a una moléecula d’ADP, transformant-se en una molécula d’ATP. En canvi, la fosforilacio
oxidativa és un mecanisme més complex, en el que I’ATP es forma gracies al pas d’electrons d’una substancia
donadora a una receptora a través d’una cadena de compostos que tenen la capacitat d’oxidar-se i reduir-se
de forma reversible. A aquest mecanisme també se 'anomena cadena de transport d’electrons.

Totes aquestes reaccions metaboliques tenen lloc en la membrana cel-lular.

Pregunta 1. Sabeu en quins llocs o estructures de la cél-lula eucariota es produeixen aquestes reaccions? | en
els procariotes?

A més a més, dins la cél-lula també es produeixen una serie de reaccions de manteniment que sén semblants
entre eucariotes i procariotes, que proporcionen els metabolits precursors en la biosintesi. | també reaccions
redox, sobretot en organismes quimiotrofs (pels quée la font d’energia son compostos quimics), necessaries
perque tot el metabolisme cel-lular funcioni correctament.

Pregunta 2. Quin o quins tipus de compostos son necessaris a la céel-lula perque es produeixin aquestes
reaccions redox?
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1.2. Mecanismes metabolics generadors d’ATP.

Hi ha 3 tipus: Fermentacio, Respiracid i Fotosintesi. Comentarem breument cadascun d’ells per ordre de
menor a major complexitat.

1.2.1. Fermentacio.

Es el metabolisme generador d’ATP més senzill, en el que un compost organic és a la vegada donador
d’electrons (és a dir, s’oxidara) i acceptor d’electrons (és a dir, es reduira). En aquest procés no hi ha un
acceptor final d’electrons. Veiem també que es produeix en absencia d’oxigen (O3), és a dir en condicions
anaerobiques o anoxiques. També és destacable que es produeix una oxidacid parcial dels atoms de carboni
del substrat, i per aquest motiu la quantitat d’energia alliberada no és massa elevada. Finalment cal dir, que a
la reaccié global d’aquest metabolisme sempre hi ha un equilibri redox entre el substrat i el/s producte/s que
es formen.

Substrat &— Producte oxidat + Producte reduit

Pregunta 3. Quin tipus de mecanisme quimic de formacid d’ATP creus que té lloc en la fermentacid?

Hi ha diversos compostos organics que poden ser substrat d’'una fermentacid, és a dir, fermentables. Els
principals son els hidrats de carboni o carbohidrats.

Com que hi ha diferents substrats i diferents productes de la fermentacid, i aix0 és especific de cada
microorganisme, les fermentacions es solen classificar en funcid dels productes obtinguts i la ruta de formacié.

Aquest seria I'esquema d’un exemple de fermentacié:

compost organic
(glucosa) (Substrat)

Flux dels Flux d‘electrons

dtoms de C

ADP

Compost organic
Oxidat (piruvat)

Transportadors
d'electrons

+P

<
<

ATP Compost organic
Reduit (lactat)
(producte)
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Alguns exemples de fermentacions:

- Fermentacio alcoholica (alguns bacteris i també llevats)

- Fermentacio acid-lactica (hi ha dos tipus: homolactica i heterolactica) (bacteris de I’acid-lactic)
- Fermentacio propionica (propionibacteris)

- Fermentacio acid-mixte i butanodiolica (Enterobacteriaceae)

- Fermentacio butirica i butanolica (espécies de Clostridium)

Els productes que obtenen els microorganismes amb aquestes reaccions, normalment sén de rebuig, pero en
canvi si sén tils pels humans. (pots consultar la Tabla 3.4. del llibre 2)

Pregunta 4. Coneixes algunes d’aquestes fermentacions “ltils pels humans”?

1.2.2. Respiracio.

Es podria definir com un procés metabolic generador d’ATP en el que generalment un compost quimic organic
actua com a donador d’electrons i com acceptor final d’aquests electrons hi ha un compost inorganic. Hi ha
alguns microorganismes pero, en els que el donador és un compost inorganic, i també alguns microorganismes
poden utilitzar un acceptor organic.

Una de les caracteristiques que la diferencien d’una fermentacio és que, en un procés de respiracié hi ha una
transformacio del substrat a CO,, és a dir, una oxidacié total dels atoms de carboni. Aquesta reaccio per tant,
genera una elevada quantitat de ATP, si ho comparem amb una fermentacid. També cal destacar que en els
processos de respiracié hi ha tot un conjunt de compostos que tenen la capacitat de oxidar-se i reduir-se de
forma reversible.

Pregunta 5. Quin tipus de mecanisme quimic de formacio d’ATP creus que té lloc en la respiracié?

Segons quin sigui el darrer acceptor d’electrons, podem distingir dos tipus de respiracid: Respiracid aerobica i
respiracio anaerobica.

A la respiracid aerobica, el darrer acceptor és I'O,, el qual captara els electrons i es reduira.

Pregunta 6. Quins son els productes que es formen en un procés de respiracio aerobica?
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A la respiracié anaerobica, el darrer acceptor d’electrons sera qualsevol altre compost quimic, generalment
inorganic, que no sigui I'O,. Entre aquests podem destacar: nitrats, sulfats, sofre, CO,, ferro (lll), fumarats, etc.

Pregunta 7. Quin és el producte que no es forma en un procés de respiracio anaerobica i si en la aerobica?

A la respiracié anaerodbica, els nitrats (NOs’) i els sulfats (S04%) sén dels darrers acceptors d’electrons més
comunament utilitzats, pero cal no confondre aquesta reaccié amb la que es poden utilitzar com a font de N i
com a font de S, respectivament. El tipus de reaccid i enzims participants son diferents. P.ex. un mateix bacteri
podria utilitzar els nitrats com a font de N cel-lular, pero en canvi no com a darrers acceptors d’electrons en la
respiracio anaerobica.

Esquema de respiracio aerobica:

Compost organic

(substrat)
Flux ] — — == ATP
d’atoms » O, (ultim acceptor d’electrons)
de C Flux d’electrons i
CO, H,O

Esquema de respiracio anaerobica:

Compost organic

(substrat)
Flux | — === ATP
d’atoms L% NO; / SO*/S%°/CO,/ Fe* /fumarat (Ultim acceptor
de C Flux d’electrons i i l l l i d’electrons)
Co, NO, / SH2/ SH, / CH4 / Fe?* /succinat

N2O, N,

Els electrons que sén despresos del substrat donador fins al darrer acceptor, passen a través d’una cadena de
transportadors d’electrons, formades per compostos que s’oxiden i redueixen de forma reversible, gracies a
uns enzims especifics, fins a 'acceptor final que es redueix de forma irreversible. Es durant aquest procés que
es genera I’ATP.

Tal com hem comentat, en els processos metabolics cel-lulars (p.ex. glucolisi) també es generen moltes
molécules de NADH, les quals tenen un potencial redox (E’o) forga negatiu i que permet que puguin utilitzar-
se com a conservadors d’energia. Aquests NADH alliberen protons i electrons que sén captats per les
molécules transportadores que actuen a nivell de la membrana citoplasmatica. De forma molt simplificada i
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general podem dir que, els transportadors d’electrons d’aquestes cadenes es disposen en ordre creixent
positiu de E'o, a més a més, es transporten tant electrons com protons i finalment hi ha la reduccié del acceptor
final d’electrons amb la formacié d’energia.

La quantitat d’energia que es produeix en un procés de respiracié aerdbica és superior que en el de respiracid
anaerobica. Com és logic amb qualsevol metabolisme de respiracid es genera més ATP que amb la
fermentacio.

Pregunta 8. Per qué es produeix més ATP amb una respiracio aerobica que amb una anaerobica? (et pot ajudar
si consultes la Figura 3.9 del llibre 2)

Hem comentat al principi, que hi ha alguns microorganismes que a la respiracié utilitzen compostos inorganics
com a donadors d’electrons. Aquests se’ls anomena quimiolitotrofs i creixen en medis estrictament minerals.
De fet, tenen una font de C diferent a la font d’energia. Fins ara hem vist processos en els que la font de Ci
d’energia pot ser el mateix compost organic.

Font de C # Font d’Energia

co Compost inorganic

2 +2
(H,, SH,, NH_, Fe )

Flux dels
atoms de C

2

Biosintesis ) )
(també SO, , NO, )

La majoria de quimiolitotrofs utilitzen 1’0, com a acceptor final d’electrons (Respiracid aerobica), pero hi ha
espécies que fan servir els sulfats o els nitrats (Respiracié anaerobica).

(Si vols coneixer més coses sobre aquest grup de microorganismes pots donar una ullada al capitol 13 (ap.ll)
llibre 2)
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Es pot deduir quin metabolisme generador d’ATP tenen els microorganismes tenint en compte la seva relacid
amb l'oxigen, és a dir si sén aerobis estrictes, microaerofils, anaerobis facultatius, anaerobis estrictes.

Pregunta 9. Com ompliries aquesta taula que tens a continuacio?

Tipus de microorganisme | Metabolisme generador Ultim acceptor Producte reduit
d’ATP d’electrons

Aerobis estrictes

Microaerofils

Anaerobis facultatius

Anaerobis estrictes

1.2.3. Fotosintesi.

Es el metabolisme de generacié d’ATP dels organismes que tenen la capacitat de transformar I'energia
luminica en energia quimica. Es el més complex de tots. Son els organismes fototrofs els que ho poden
realitzar, i hitrobem tant eucariotes, com les plantes, algunes algues i alguns protistes unicel-lulars, com també
alguns procariotes. Entre aquests destacarem els cianobacteris, els anomenats bacteris verds i els bacteris
vermells. La majoria son fotoautotrofs, és a dir que com a font de C utilitzen el CO,. Per qué ens en fem una
idea de la importancia d’aquests microorganismes, es calcula que realitzen més de la meitat de la fotosintesi
alaTerra.

Intentarem explicar el procés de forma molt simple. Per que es produeixi la fotosintesi és necessari el que es
coneix com aparell fotosintetic. Aquest consta de tres components necessaris: 1) una antena de pigments
recol-lectors de la llum, normalment clorofil-la o bacterioclorofil-la; 2) un centre de reaccid fotosintética, on
s’activa la clorofil-la i provoca un despreniment d’electrons; 3) una cadena de transport d’electrons, semblant
a la respiracio, amb la conseqtient formacid d’ATP.

Com que hi intervé una cadena de transport d’electrons, el mecanisme quimic no deixa de ser una fosforilacio
oxidativa, que en aquest procés metabolic se 'anomena fotofosforilacid.
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En realitat de mecanismes quimics de formacié d’ATP n’hi ha dos: un ciclic i un no ciclic. La utilitzacié de I'un
o l'altre depén del microorganisme i de les seves necessitats. Els anomenarem fotofosforilacidé ciclica i

fotofosforilacié no ciclica.

FOTOFOSFORILACIO CICLICA (esquema):

()

Cadena de

transport

d’electrons

L’arribada de la llum provoca una activacié de les molécules de clorofil-la i es desprenen electrons, aquests
son transportats per la ferredoxina fins a la cadena de transport d’electrons amb la formacid d’ATP. Els
electrons sobrants tornen de nou al centre de reaccié desactivant la clorofil-la i deixant-la preparada per la

seglient activacio.

Depenent de les necessitats es pot requerir una concentracié de NADPH a la cél-lula, aleshores el

microorganisme engega el procés no ciclic.
FOTOFOSFORILACIO NO CiCLICA (esquema):

NAD(P) )
NAD(PH J*— €

Cadena de
transport
d’electrons

———

A

Donador exogen
d’electrons (reduit)

.
Donador exogen
d’electrons (oxidat)

10
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En aquest procés veiem que la clorofil-la ha de desactivar-se i per aixo cal que obtingui els electrons d’un
donador exogen. En aquest procés també es formara ATP, a més de piridin-nucleotids reduits.

Segons quin sigui aquest donador exogen d’electrons, veurem que hi ha dos tipus de fotosintesi: oxigénica i
anoxigenica. En la fotosintesi anoxigénica els donadors exogens d’electrons sén generalment el SH,, el Sy, el
H,.

Pregunta 10. Quin creieu que és el donador exogen d’electrons en la fotosintesi oxigénica? Quin producte es
forma?

Pregunta 11. Amb quin mecanisme creieu que obtenen ATP els bacteris fotosintétics? I les plantes?

Per concloure aquesta part de metabolisme microbia, us podeu mirar un resum grafic: Figura 11.1 del llibre
1.

2. Creixement microbia.

2.1. Introduccio al creixement microbia.

Abans hem de definir el que entenem per creixement. Es un concepte que varia en funcié de si parlem d’una
cél-lula o d’un conjunt del cél-lules, i també de si parlem d’un organisme unicel-lular o un pluricel-lular.

Es podria definir creixement, com un augment ordenat de tots els components quimics d’un organisme. Aixi
qguan parlem d’una cél-lula que esta en creixement, s’entén que augmenta la mida i el pes, i normalment aixo
acaba amb una divisié cel-lular. En canvi el creixement d’una poblacid cel-lular implica una divisié cel-lular i
com a conseqiiéncia es produeix un augment del nombre de cel-lules.

Quan parlem de multiplicacié cel-lular en un organisme pluricel-lular entenem que aquest augmenta la mida,
en canvi per un unicel-lular entenem que hi ha un augment del nombre d’individus.

Per conéixer el creixement dels microorganismes, primer cal entendre com és la divisié cel-lular. Aixo s’ha
estudiat en bacteris, ja que sén un model més senzill. En general, els bacteris es reprodueixen per una divisio
0 escissié o fissid binaria, normalment transversal. A partir d’una cel-lula mare es formen 2 cel-lules filles
identiques entre si i a la progenitora. Aquest procés consta de tres etapes: 1) replicacié del DNA; 2) divisié del
DNA; 3) formacio del septe transversal i separacio de les cél-lules. (mireu un esquema senzill a la Figura 5.1 del
llibre 2 o Figura 7.1 del llibre 1).

A la primera etapa es produeix la replicacidé del DNA, I'inici es troba en un punt anomenat “origen” i el final en
una seqliencia de terminacid que esta en el lloc oposat de I'origen. En aquesta fase hi intervenen unes
proteines especifiques de la divisid cel-lular. Comencga la replicacié del DNA en ambdues direccions, el DNA de

11
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la cél-lula progenitora es desenrotllai comenca la sintesis dels DNA de les futures cél-lules filles. Paral-lelament,
la cél-lula es va allargant i augmenta de pes i mida. A la segona etapa ja es divideix el DNA en dues copies
identiques i comenca la tercera etapa, en la que es forma el septe, que s’inicia a la paret cel-lular i en el centre
de la cel-lula. En aquest moment, la membrana i la paret cel-lular van creixent cap a l'interior. Finalment, la
cel-lula es divideix. (mireu la Figura 7.3 del llibre 1).

A microbiologia, quan es vol estudiar el creixement dels microorganismes, degut a la seva mida tan petita,
normalment no es fa un seguiment d’una sola cél-lula, siné que s’estudien poblacions de cel-lules. Per aquest
motiu parlarem de creixement d’una poblacié.

Un parametre que ens permetra valorar aquest creixement és el temps de generacio (tgen). Aquest es pot
definir com el temps que transcorre entre dues divisions cel-lulars. També se’l pot definir com el temps que
triga una poblacid en duplicar-se, per aixo també se’l pot anomenar temps de duplicacid.

El tgen és molt variable, ja que depén no solament de I'especie, sind també de les condicions ambientals. Aixi,
com exemple, Escherichia coli en condicions optimes té un tgen de 20minuts. (si voleu veure exemples de
tgen, consulteu la Taula 7.3 del llibre 1)

Pregunta 12. £/ valor del tgen per una poblacio bacteriana, on creus que sera més gran a la natura o al
laboratori? Per qué?

2.2. Corba de creixement d’una poblacié microbiana.

Si representem aquest creixement en una grafica de coordenades aritmetiques, entre el nombre de cél-lules
de la poblacid en funcié del temps, en hores, ens apareix una linia corba amb una pendent que augmenta de
forma constant. Veiem que es va duplicant la poblacié a intervals de temps constant. Aquest tipus de
creixement és exponencial. (mireu la Figura 5.9 (b) del llibre 2)

Com que és dificil, veure qué passa de forma precisa en petits espais de temps davant d’una corba, és millor
representar-ho en una escala semilogaritmica, és a dir, el logio del nombre de cel-lules en funcié del temps. Si
us fixeu (Figura 5.9 (b) llibre 2 o Figura 7.12 del llibre 1) ara ens apareix una linia recta, amb la que també
observem aquest creixement exponencial.

Anem a fer una mica de calculs matematics amb aquest creixement exponencial.

Si tenim un nombre de cél-lules inicials (No) en un cultiu bacteria, a la primera generacié el nombre de cel-lules
(N1) sera el doble de No:
a la primera generacid: N1=2xNp

a la segona generacié: N;=2xN;=22xNp...
a la enésima generacid (n): Nn =2 x N"1=2"x N
Per tant, podem coneixer el nombre de céel-lules de la poblacié en un moment determinat: N =2"x Ng

Si aquesta formula la transformem en logaritmes, per facilitar-ne el calcul, quedaria: log N =log No + n log 2

12
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Fixeu-vos que podem calcular quantes generacions (n) hi ha en una poblacid, només coneixent quantes
cél-lules hi havia inicialment (No) i quantes (N) en tenim en el moment que fem el calcul:

log N —log No

log 2

Un altre parametre important en el creixement exponencial de la poblacidé microbiana és la velocitat de
creixement (k). També la podem calcular, ja que és el nombre de generacions (n) que es produeixen per unitat
de temps:

De fet el valor de k és la pendent de la recta.

Si seguim amb les matematiques, podem observar que en realitat el tgen és el temps transcorregut dividit
per n:

tgen= —— i per tant, deduim que el tgen és inversament proporcional a k.

Aquest tipus de creixement exponencial o logaritmic ascendent no dura massa temps i s’atura. Aixo sol ser
degut a diferents causes, com que s’esgoti algun nutrient essencial pel creixement del microorganisme i/o
per I'acumulacié de productes del metabolisme microbia, que poden resultar-li toxics.

Pregunta 13. Perqueé creieu que aixo que acabem d’explicar és una sort per a nosaltres?

Aixi doncs, hi ha diferents fases en el creixement d’una poblacié microbiana. Cadascuna d’elles tindra una
durada determinada, depenent del microorganisme i les condicions ambientals, i pot produir-se o no com
anirem veient més endavant. Per aquest motiu parlem d’una corba de creixement.

Le quatre fases que veieu a la grafica es diferencien pels canvis no només en la velocitat de creixement, siné
també per canvis morfologics i fisiologics en les cél-lules de la poblacio:

1a- fase de latencia: no hi ha augment del nombre de cel-lules; k=0

2a- fase exponencial o logaritmica: hi ha augment del nombre de cel-lules; k>0

3a- fase estacionaria: no hi ha augment del nombre de cel-lules; k=0

4a- fase de mort: hi ha disminucié del nombre de cél-lules vives; k té un valor negatiu
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La primera s"anomena fase de laténcia, i realment és una etapa d’adaptacid del microorganisme al medi on es
troba, que li proporciona un temps necessari per sintetitzar enzims i posar a punt la maquinaria per acomencar
a créixer. En aquesta veiem que el nombre de cel-lules de la poblacié no augmenta ni disminueix. Aquesta fase
pot tenir una durada més o menys llarga i fins i tot no produir-se.

Anem a veure diferents possibilitats. Partirem d’un cultiu d’'un microorganisme que es troba en un medi de
cultiu (mc1) a una temperatura determinada i el volem sembrar de nou en un medi fresc (mc2) en les segilients
condicions:

Cultiu (mc1) Sembra nova Hi haura F. laténcia?

Fase de laténcia o exponencial mcl No

Fase estacionaria o de mort mcl Si

Fase estacionaria o de mort mc2 Si

Fase de laténcia o exponencial mc2 Dependra del canvi efectuat **

** En el darrer suposit, dependra del canvi efectuat en el mc2 respecte al mci.

Pregunta 14. Sj en el mc1 com a font de C hi ha arabinosa i en el mc2 hi ha glucosa, hi haura una nova F.
latencia? | si en el mc2 hi ha xilosa?

Realment a la fase exponencial o logaritmica de creixement és en la que més canvis es produeixen, tant a nivell
morfologic com fisiologic. En aquesta fase el valor de k és el més elevat, perd encara que les condicions de
creixement siguin les més Optimes pel microorganisme, no podra anar a més velocitat ja que al final tot esta
determinat geneticament.

Quan anteriorment ens hem preguntat, perqué creiem que és una sort que els microorganismes no estiguin
creixent exponencialment de forma continua, aqui hi teniu un exemple d’un bacteri que cada 30 minuts
(tgen) es divideix i per tant el nombre de cél-lules es duplica. A les 10 hores hi ha més d’un milié de cel-lules
en la poblacid!

Ara ens creieu quan us diem que en una colonia hi ha milions de bacteris,
i que per fer una tincié de Gram només cal tocar una mica la colonia amb la nansa de nicrom?

Posem un altre d’exemple:

**% Gi 1 cel-lula bacteriana amb tgen= 20’ creix a ritme exponencial durant 48h (2880min), formara una
poblacié equivalent a 4000 vegades el pes de la Terra

n=t/tgen; n=2880min/20 min= 144 divisions cel-lulars

heu te tenir en compte que, a més a més, el pes d’una cél-lula bacteriana és aprox. de 3 x 1022 picograms.
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**% Si tenim temps, a I'aula podem parlar de com omplir un tauler d’escacs (64 caselles) amb grans de blat
de forma exponencial ...

Normalment s’arriba a la fase estacionaria quan algun nutrient essencial s’esgota, aleshores veiem que el
nombre de cel-lules de la poblacié es manté constant, igual que a la fase de latéencia. La durada d’aquesta fase
no només depen de la quantitat del nutrient essencial, sind també de la fisiologia de cada microorganisme.

Com en tot esser viu, finalment arriba la fase de mort. En aquesta fase el nombre de cél-lules vives disminueix
cada periode de temps, i per tant, segueix sent exponencial o logaritmica pero en sentit negatiu. Si la mort de
les cel-lules va acompanyada d’una lisi cel-lular, disminueix tant el nombre de viables com no viables i
disminueix el nombre total de cél-lules de la poblacid. Si les cél-lules es moren, pero no hi ha lisi cel-lular,
disminuira el nombre de viables, perd no el nombre de cél-lules totals de la poblacid, i en aquest cas depenent
de la técnica que fem servir per mesurar el nombre de cel-lules del cultiu, potser no es detectara bé aquesta
fase.

Per concloure aquest apartat destaquem que en la corba de creixement d’una poblacié, no només hi ha canvis
en el nombre de cél-lules, siné que també hi ha canvis morfologics i fisiologics.

Ara podem reflexionar sobre aquest aspecte amb les seglients 3 preguntes:

Pregunta 15. A quina fase creieu que hi ha més canvis a la mida cel-lular?

Pregunta 16. A quina fase creieu que formaran endospores els bacteris que tenen aquesta capacitat?

Pregunta 17. A quina fase creieu que els bacteris elaboren el qué anomenem metabolits secundaris com
toxines, substancies antibiotiques, entre d’altres?

2.3. Cultiu continu.

Fins ara hem vist el creixement de la poblacid microbiana en cultius discontinus. També en I'ambient natural
és un cultiu discontinu. Pero per a fer estudis de metabolisme i creixement, o per seleccionar poblacions a
partir de substrats naturals, o estudiar interaccions microbianes, en ocasions es necessita treballar amb
sistemes de cultius continus. Amb aquests es pot mantenir la poblacié microbiana que s’estudia en fase
exponencial de creixement durant periodes llargs de temps i de forma controlada. Basicament, hi ha dos tipus
d’aparells de cultiu continu: quimiostat i turbidostat. (Mireu la Figura 7.38 del llibre 1 per entendre I’'esquema
i funcionament d’un quimiostat). La diferencia basica entre ambdds aparells és que en el quimiostat el medi
de cultiu fresc té un nutrient essencial que esta quantitat limitant, aixi que la densitat de la poblacié dependra
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de la concentracié d’aquest nutrient, a més hi ha un control independent de la velocitat de creixement i del
nombre de cél-lules de la poblacié. En canvi, en el turbidostat el medi de cultiu fresc conté tots els nutrients
en excés, i la velocitat a la qual entra el medi fresc es controla mesurant la densitat de la poblacié, normalment
mesurant I'absorbancia.

2.4. Mesura del creixement.

En aquesta darrera part d’aquest bloc veurem algunes de les técniques que s’utilitzen per mesurar el
creixement d’una poblacié microbiana, fonamentalment les que es basen en determinar la massa cel-lular i
les que es basen en determinar el nombre de cél-lules. Veureu que no hi ha cap técnica ideal, algunes sén més
precises, altres més sensibles, algunes permeten arribar a valors molt baixos amb un bon limit de deteccid i
d’altres no.

Entre les que es basen en determinar la massa cel-lular hi ha algunes que sén metodes directes, com per
exemple mesurar el pes sec. La determinacié del pes sec consisteix en mesurar un volum fix de cultiu liquid
microbia, separar les cél-lules del medi per centrifugacid, rentar-les, assecar-les (aprox. 90-1102C/ 2h) i pesar-
les. No s’utilitza massa per poblacions bacterianes, ja que obtenir 1 mg de pes sec d’una poblacié és molt dificil

doncs aquesta hauria de ser enorme (p.ex. 1x10° cél-lules bacterianes = 1mg), per aixd aquesta técnica es fa
servir més per eucariotes pluricel-lulars, com per exemple els fongs micel-liars. Altres técniques son indirectes,
ja que es basen en determinar algun component cel-lular o alguna activitat metabolica, com per exemple
mesurar el contingut d’ATP o el contingut de DNA, entre d’altres. La majoria d’aquestes ultimes solen ser

sensibles i precises, pero en canvi complexes en la realitzacid.

D’aquestes darreres és destacable la técnica que es basa en la turbidimetria, és a dir, mesurar la quantitat de
llum que dispersa una solucié de cel-lules:

>n%cel. =2 >difraccid (> terbolesa)

De fet és el qué fem quan mirem a contrallum una suspensié de cél-lules, quan més densitat té la solucié
menys llum deixa passar i més térbola la veiem. Per mesurar aquesta densitat optica o terbolesa s’utilitza un
espectrofotometre o un fotometre. A major difraccio, el valor de I'absorbancia també és més gran. (Podeu
consultar el capitol 5.10 del Ilibre 2).

Entre els métodes basats en la determinacié del nombre de cel-lules, podem utilitzar el microscopi. Partint
d’un volum conegut i utilitzant uns portaobjectes especials, anomenats cambra de recompte (o de Petroff-
Hausser o de Birker) podem comptar les cél-lules que hi ha en una suspensié. (Consulteu capitol 5.8 del llibre
2 o Figura 7.33 del llibre 1).

Ja us podeu imaginar que aquesta tecnica és forca cansada,

sobretot quan es tracta de comptar poblacions bacterianes!

L'Gs d’'un comptador electronic ajuda una mica més, pero també té I'inconvenient que ens pot comptar
particules del medi que no sén cel-lules microbianes.

16



Microbiologia: Bloc d
M. Rosa Bragulat Arara

une

Universitat Autonoma
de Barcelona

Les tecniques més usuals al laboratori, sén la sembra en placa amb medi solid utilitzant el metode per
superficie, que assageu vosaltres a les practiques, o pel métode d’inclusié o en profunditat. De fet es basa en
fer dilucions de la mostra i sembrar una aliquota en plaques amb medi de cultiu solid escollit. L'avantatge
d’aquestes tecniques és que només es fa recompte de céel-lules viables. Pero també té inconvenients com ara
que, s’escullen unes condicions determinades, com el medi de cultiu o la temperatura d’incubacid, i no tots
els microorganismes hi poden créixer. La diferéncia entre el métode per superficie i el d’inclusid és
fonamentalment la quantitat d’inocul que es pot afegir a la placa amb medi de cultiu. Mentre que amb la de
superficie es recomana afegir 0,1ml de la suspensid, amb la d’inclusid es pot posar un volum més gran, com
1ml, ja que el medi de cultiu el tenim préviament liquat en un bany per sobre de 509C, el qual aboquem al
damunt de I'inocul i deixem que es refredi i solidifiqui. Amb aquest darrer metode la mostra queda inclosa
dins el medi.

Una altra técnica de recompte del nombre de viables és la del nombre més probable (NMP). Amb aquesta
també es realitzen dilucions seriades de la mostra, i es sembren aliquotes en tubs amb medi de cultiu liquid.
La lectura es realitza segons el medi i condicions, com ara grau de terbolesa, canvi de coloracid, formacié de
gas, entre d’altres. Els tubs positius de cada dilucié es compten i el resultat s’extrapola en la taula de McCrady,
gue ens dona una aproximacio de la carrega microbiana en la mostra.

Una altra técnica és la de filtracid a través de membrana. S’utilitza per mostres liquides, i a partir d’'un volum
conegut, es fa passar a traves d’un filtre especial que reté les cél-lules microbianes. D’aquesta forma el que es
fa és concentrar la mostra. Després aquest filtre es diposita a la superficie d’'un medi de cultiu determinat en
placa de Petriis’incuba a latemperatura adequada. Posteriorment es fa el recompte de les unitats formadores
de colonia desenvolupades. Aquestes dues darreres tecniques, NMP i filtracié a través de membrana,
s’utilitzen sobretot per mostres on es pressuposa que la carrega microbiana és baixa. (Consulteu capitol 5.8
del llibre 2).

Important: Tots els vostres dubtes, les preguntes, els experiments, etc, els podem comentar a la sessid
d’aula corresponent.
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Exemples de preguntes tipus test

- Enun procés de respiracid anaerobica la quantitat d’ATP produida és superior que en un de respiracié aerobica.

- Els bacteris anaerobis facultatius poden obtenir energia per respiracio anaerobica utilitzant els nitrats com
a ultims acceptors d’electrons.

- A la fotosintesi bacteriana oxigénica, el donador exogen d’electrons sempre és I'oxigen.

- A la fase de creixement exponencial d'una poblacié bacteriana, hi ha un augment tant de la massa cel-lular
com del nombre de cél-lules.

- La velocitat de creixement exponencial d’una poblacié microbiana és directament proporcional al seu
temps de generacid.

- Els processos de fermentacid es caracteritzen perque:

I) Hi ha sempre un estricte equilibri oxidacio-reduccio

Il) L'obtencié d’ATP es realitza per fosforilacié a nivell de substrat
Ill) Tenen lloc en condicions d’anaerobiosi

IV) Els principals substrats sén compostos organics

A) Només il B) 1Ml LV D) I, 1, i1V

- El temps de generacio és:

A) El mateix per tots els bacteris

B) Directament proporcional al nombre de generacions produides en una poblacié
C) El temps que transcorre entre dues divisions cel-lulars

D) Cap de les anteriors

- Entre les técniques que s’utilitzen per mesurar el creixement d’una poblacié microbiana, les que es basen
en la determinacié del nombre de cel-lules sén:

A) Recompte per filtracio a través de membrana
B) Determinacio del pes sec

C) Determinacio del contingut de DNA

D) Cap anteriors
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