DEPARTAMENTO DE

03. NUTRICION Y METABOLISMO MICROBIANO. » )4

. lrj“

03.1 Grupos nutricionales de los microorganismos.

03.2 Obtencidon de energia: reacciones red-ox, fosforilacion
oxidativa, fosforilacion a nivel de sustrato y fotofosforilacion.

03.3 Asimilacion y uso del carbono.

03.4 Medios de cultivo: clasificacion, disefio y aplicaciones.

03.5 Caracterizacion de la actividad metabdlica microbiana.
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03. NUTRICION Y METABOLISMO

DEPARTAMENTO DE

NOMENCLATURA PRIMARIA: Fuente de Energiay Carbono ;'= II ©) l J. '}II: |

Tipo

Ejemplo

Fototroficas (fuente de energia luz)

FOTOAUTOTROFICAS [ . energia f. carbono -
(autotréficas) A luz «d CO, Chromatium sp
FOTOHETEROTROFICAS "7l f. energia » f.carbono Rhodopseudo-
(fotoorganotroficas) wm luz & organico monas sp

Quimiotréficas (Fuente de energia reacciones quimicas)

(organotroficas o heterotroficas) g reacciones ‘compuestos
guim. organicas. organicos

QUIMIOAUTOTROFICAS 167 f energia f. carbono TS :

(litotroficas o quimiolitotrofas) {4 : P reacciones @) CcCo, ACIdIOtIZg CEEE
ARTEE quim. inorg.

QUIMIOHETEROTROFICAS | f. energia  f. carbono

Escherichia coli
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NOMENCLATURA SECUNDARIA: Fuente de nitrogeno.

DEPARTAMENTO DE

" 4

rlf‘ lr.:jl'.-}

Hay fijadores simbidticos
como Rhizobium sp

]

L (&) y .
DIy T )
¢ ¥ )

Reduccion

NH, o compuestos de
amoniaco: NH,CI, (NH,),SO,

ASIMILADORES

Usan nitrégeno inorganico
(Amoniaco o compuestos de
amonio) para incorporarlo a

moléculas organicas.

NH;+ a-cetoacido

!

aminoacido

TRANSAMINADORES

Usan nitrégeno organico
(aminoacidos, peptonas,
bases nitrogenadas, urea,
acido urico) para trasferir el
grupo amino de una
aminoacido a un a-cetoacido.

Aminoacidol + a-cetoacido?2

|

a-cetoacidol + Aminoacido2

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM
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NOMENCLATURA TERCIARIA: Factores de crecimiento

(vitaminas, aminoacidos, bases nitrogenadas) < 'I ©) I r !.J I:!

DEPARTAMENTO DE

» s

» prototrofo: no requiere factores de crecimiento afiadidos en el medio de cultivo.
Medios sin vitaminas (sin f. crec) E°, C, Ny minerales |:> Crecimiento +
Medio con vitaminas (con f. crec.) E°, C, N y minerales ‘ Crecimiento +++

» auxotrofo: requiere factores de crecimiento afladidos en el medio de cultivo.
Medios sin vitaminas (sin f. crec.) E®, C, N y minerales
Medio con vitaminas (con f. crec.) E°, C, N y minerales I:>Crecimiento ++

Sin crecimiento

Necesidades vitaminicas de algunas bacterias:

Tiamina (B,) Bacillus anthracis Niacina Brucella abortus
Riboflavina Clostridium tetani Piridoxina (By) Lactobacillus spp
Biotina Leuconostoc Acido félico Leuconostoc dextranicum
mesenteroides
Cobalamina (B,,) Lactobacillus spp Vitamina K Bacteroides
melaninogenicus
Acido pantoténico | Proteus morganii

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM
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DEPARTAMENTO DE

EJEMPLOS PARA DEDUCIR TIPO NUTRICIONAL -

o o e ~ -
o requerimientos nutricionales: r”f‘lq.q.l

a) Fotoautotrofo, solo es asimilador vy

transaminador, prototrofo:
Fuente de energia luz, de carbono CO,, no

es fijador de nitrébgeno, pero crece con
nitrato de amonio o0 peptonas y puede
sintetizar todos sus factores de
crecimiento.

a) Fuente de energia luz, de carbono
acetato, no es fijador de nitrogeno por
lo que necesita nitrogeno organico y
puede sintetizar todos sus factores de

crecimiento.
Fotohetero6trofo,

prototrofo:

sb6lo es transaminador,

b) Quimioautétrofo, asimilador vy
transaminador, prototrofo:

Fuente de energia reacciones quimicas de
sustancias inorganicas, fuente de carbono
CO,, no es fijador de nitrogeno y crece con
Cloruro de amonio o aminoécidos, puede
sintetizar todos sus factores de
crecimiento.

b) (Fuente de energia reacciones
guimicas de sustancias inorganicas,
fuente de carbono CO,, puede tomar el
nitrogeno atomosférico, el medio
necesita contar con vitamina B8.

Quimioautotrofo, auxotrofo a

biotina:

fijador,

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM
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NUTRIENTES. MACROELEMENTOS: son los elementos efranramenio ot

. . )" | 2
gue se requieren en grandes cantidades r‘= (0) | Jxid
o

Elemento

Funcioén celular

Carbono (C)

Conformacién de biomoléculas, los compuestos de carbono también sirven como
fuente de energia.

Hidrogeno (H) También forma parte de las biomoléculas y del agua, ademas de otras sustancias y
compuestos.
Oxigeno (O) Utilizado para liberar la energia de las moléculas en los procesos respirativos. Forma

parte de biomoléculas, ain en anaerobios.

Nitrégeno (N)

Constituyente importante de aminoacidos (proteinas), bases puricas y primidicas (ADN
y ARN), carbohidratos aminados y otros compuestos con nitrégeno (urea)

Fosforo (P)

Constituyente importante de acidos nucléicos, interviene en reacciones metabdlicas en
la generacion de energia (ATP) y fosforilando sustratos para su utilizacion por la célula

Azufre (S) Forma parte de aminoacidos azufrados (cistina) y otros compuestos azufrados

Potasio (K) Funcion de enzimas y sintesis de proteinas.

Sodio (Na) Equilibrio osmotico, en realidad no se necesita, pero muchas sustancias se presentan
en forma de sal sédica.

Calcio (Ca) Movimiento e impulsos eléctricos, activacion de enzimas.

Magnesio (Mg)

Estabiliza ribosomas, las membranas celulares, los acidos nucleicos y es necesario

FACULTAD
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NTO :

MACRONUTRIENTES: son los que se requieren en DEPARTAN

grandes cantidades 'rﬂ ©) Le vid

Los macronutrientes son los compuestos quimicos que se requieren en grandes
cantidades, estan formados por los macroelementos.

Compuesto Ejemplo

Polisacaridos Almidodn, celulosa, paramilon, glucogeno

Monosacaridos y disacaridos | Glucosa, lactosa, galactosa, fructosa
Proteinas (polipéeptidos) vy |Caseina, albumina, peptona de carne,

digeridos peptona de soya

Aminoacidos Glicina, Prolina, Arginina

Acidos nucléicos ADN y ARN

Lipidos Acidos grasos, colesterol,
P,

B &

FACULTAD DE Q UIMICA-UNAM QFB EduardO BOnl"a ESPIHOSB



MICRONUTRIENTES, elementos traza, oligoelementos, oerarras

NTO :

usados en pequeias dosis F‘= [c :l Jxdd

Cromo (Cr) En mamiferos para metabolismo de glucosa, los microorganismos no lo requieren.
Cobalto (Co) Vitamina B ,;transcarboxilasa (bacterias del acido propionico).
Cobre (Cu) Proteinas para la respiracion, como citocromo oxidasa;, o en la fotosintesis, la

plastocianina; algunas superoxido dismutasas.

Manganeso (Mn)

Activador de muchas enzimas; presente en algunas superoxido dismutasas o0 en la
enzima que rompe el agua en el fotosistema Il, en los fototrofos oxigénicos.

Molibdeno (Mo)

Presente en varias enzimas que contienen flavina; también en nitrogenasa, nitrato
reductasa, sulfito oxidasa.

Niquel (Ni) La mayoria de las hidrogenasas, coenzima F,,, de los metandgenos, la deshidrogenasa
de monoxido de carbono; ureasa.
Selenio (Se) Formato deshidrogenasa: algunas hidrogenasas; el aminoacido selenocisteina.

Tungsteno (W)

Algunas formato deshidrogenasas; oxidotransferasas de los hipertermofilos.

Vanadio (V) Vanadio nitrogenasa; bromoperoxidasa.
Zinc (Zn) Presente en las enzimas anhidrasa carbonica, alcohol deshidrogenasa, RNA y DNA
polimerasas y muchas proteinas que unen DNA.
Hierro (Fe) Citocromos, catalasas, peroxidasas, proteinas con hierro y azufre (por ejemplo la
ferredoxina), oxigenasas, todas las nitrogenasas.
FACULTAD DE QUIMICAUNAM yg
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EJEMPLOS DE MICROORGANISMOS Y SUS TIPOS DEPARTAMENTO DI

NUTRICIONALES : ='| . :Ir ()

Dominio Microorganismo Tipo Nutricional

Thermoproteus sp, Thermococcus sp Quimioheterétrofa (aceptor SO)

Archaea | Archaeglobus sp, Sulfolobus sp, Acidianus sp | Quimioautétrofa (litotrofa)
Halobacterium sp Fotoautotrofo

(bacteriorrodopsina)

Bacterias Rojas no del azufre Rhodobacter sp, | Fotoautotrofo anoxigenico
Rhodoila sp
Bacterias rojas del azufre Cromatium sp, Fotoheterotrofos
Thiospirillum sp
Bacterias verdes no del azufre Fotoautétrofos anoxigénico

Bacteria : : - ——
Bacterias verdes del azufre Cholorbium sp, Fotoautotrofo anoxigénico
Heliobacillus sp
Cianobacterias Gloeothece sp, Anabaena sp, | Fotoautotrofo oxigéenico
Fischerella sp
Acidiothiobacillus sp (Thiobacillus sp) Quimioautotrofo (Litotrofo)
Escherichia coli, Salmonella sp, Proteus sp, Quimiheterotrofo

- Staphylococcus sp, Bacillus sp
FACULTAD DE QUIMICAUNAM W
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EJEMPLOS DE MICROORGANISMOS Y SUS TIPOS b ERARY Alv ENTO
NUTRICIONALES. (Cont.) r'= (o)Llo)d d

O D&

Dominio | Microorganismo Tipo Nutricional
Hongos Quimioheteroétrofos
Protozoarios Quimioheteroétrofos
Eukarya
Protozoario (Euglena) Quimioheteroétrofos /
Fotoautotrofos (oxigenicos)
Algas Fotoautotrofos (oxigénicos)
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CICLO DE LOS ELEMENTOS

”r!lrf'J

DEPARTAMENTO
» )1

co,AmoerRlco

ROCAS ARRECIFES
SRBONITADAS 7\ CORALNOS

PRODUCTORES [reces TRoFiIcas 2| COMNS UM IDORES

EXCRECléN\\\ // EXCRECION

¥RESTOS 3, ¥ RESTOS
sp\RAC\ON /

DESCOMPONEDORES E
5_‘4\

MINERALIZACION FORMAC ICH DE
SECION BACTERISNS, CAREON, G5 tﬁ
YPETROLED
VOLCANISMO l

FIJACION DE W -
Rhizobium, Azotobacter, |
Beijerinckia, Hongos,

NO,

HITRATACIQ N: Nituhac‘t\;\
NITROSACION: Hitrosomona

DESNITRIFICACION:Bacillus,

CICLO DEL FOSFORO

[—————— > |ROCAS FOSFATADAS|

DISOL'UCION

[P; en el suslo|—> PLanTAS => AnmaLEs |

RESTOS Y

Cianobacterias, COMELSTIONES
Nostoc VEHICULOS ﬂ ﬂLLU‘UIAACIDA
Anabaena. FUACIONPOR FLIACIEMIMDLETRAL

BACTERIAS , HONGDS
CIANOBAGTERIAS

PRODUCTORES CONSUMIDORES.
o %
EXCRECIEN

§ % RESTOS

NITRATO MITRITS AMONIACD

~——NO, %‘ NH,

AUOHIFICACIO H: Clostridium,
Acetobacter

Pzeudomonas

ATMOSFERA

[AMOMACD, ABOMDS)

NITRATAGION ITROSACION

SUSLE B

NITRIFIGAGION

PLANTAS

Utilizacién
U

DEP OSITOS
SEDIMENTARIOS
EVAPORITAS

BIELE EEL
AZVFRE

S0, ATMOSFERA

ARMALES

Azufre organico
EOUEED | CROORGAMISMOS

Desoompoacmn

Desulfovibrio H.5 ET
2 .

WMMERR
WETEORZACION

YOLCAMEN)
IDLETRIA
ERDEION

SULFUROCS
METALICOS
CARBOMES
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03. NUTRICION MICROBIANA Y METABOLISMO.

NTO .

DEPARTAN

» )"
r r &

03.2 Obtencidn de energia: reacciones red-ox, fosforilacion
oxidativa, fosforilacion a nivel de sustrato y fotofosforilacion.

Productos de desecho

Nutrientes
Energia
ara el ,
P Energia para el
desarrollo e
movimiento,
transporte de
Anabolismo nutrientes, etc.

(Biosintesis)

v

Metabolismo:

Series de reacciones quimicas que realizan
los seres vivos, mediadas en su mayoria
por las enzimas.

Catabolismo:

Reacciones
metabodlicas en las
hay liberacion de

Anabolismo;

Reacciones
metabodlicas donde
se invierte energia y

: energia, y se se forman
Catabolismo _
Componentes degradan las metabolitos de
celulares U moléculas, mayor peso
Fuente de obteniéndose molecular a partir de
energia metabolitos de bajo moléculas mas
peso molecular pequenas.
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM gg
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DEPARTAMENTO DE

METABOLISMO Y ENZIMAS "3

pllicC l o) II: !
Calor _ * ) o

\ Energia para el
= ADP+ o anabolismo y otras
funciones celulares

Energia del
catabolismo

COMPONENTES Y FUNCIONALIDAD DE LAS ENZIMAS

Sustrato ‘.

[ 3 ) Coenzima (F2) l
; si es orgdnica ji s

{ ~ + " e : t
a > |
I/”
Glahecl
. Cofactor o coenzima )
Apoenzima Holoenzima

(parte no proteica)

(parte proteica) Enzima completa

d ¢ [

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa 13
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DEPARTAMENTO DE
_/

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 2 ‘l = I ~ ~

1.- INDUCCION:Favorecer la sintesisde la 2 - REPRESION: Detener sintesis de la
enzima por la accion de un metabolito. enzima por la accién de un metabolito.
(Control genético) (Control genético)

no hay ARN
mensajero

no hay
agente
inductor

() nohay mensajero

.:nmh. proten1a

proteina

no hay ARN
mensajero

no hay

agente proteina

represor

agene
inductor

B




DEPARTAMENTO DE

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Yo

<
Ixdd
1.- ACTIVACION PRECURSORA: el sustrato activa la enzima de la dltima
reaccion. (Control directo de catalisis)

00 ®:

Con A se activa Enzima 5

E2

Sin Ala Enzima 5 se inactiva

El E2 E3 E4

- —  — @
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DEPARTAMENTO DE

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA # 4 ~ .}1_
r -

2.- ASOCIACION DISOCIACION: En complejos multienzimaticos. (Control directo
de catalisis)

o™ o 2@

Proteinas separadas Proteinas separadas

—

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  opg Eduardo Bonila Espinosa 7



DEPARTAMENTO DE

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA '+ 4 ale ')1

3.- CONTROL DE LA ENERGIA DE ENLACE: por ATP. (Control directo de
catalisis)

E1l
_ + ATP — | PRODUCTO @

El

—— NO HAY REACCION _

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  orp Eduardo Bonila Espinosa qi




DEPARTAMENTO DE

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA';}]' = !r .--:’l! .

4.- ENZIMAS ACTIVADAS: enzimas que actuan sobre otras. (Control directo de

catalisis)
” activador
PROTEINA-1 \
ENZIMA-1

Sin activador

PROTEINA-1

i . -
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  oFB, Eduardo Bonila Espinosa 18
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ENZIMA-3
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DEPARTAMENTO DE

FORMAS DE CONTROL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA :_: 'I = ! ¢ 'JI!"!

5.- INHIBICION POR RETROALIMENTACION: los productos finales detienen la
accion enzimatica. (Control directo de catalisis)

Sin acumularse F la Enzima 1 esta activa

El E2 E3 E4 ~ E5
— B — O— 00— @

. - Con acumulaciéon de F la Enzima 1 se inactiva
E2 E3 E4 E5 -
O~ — — — =
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DIFERENCIAL DE POTENCIAL. Ejemplos de moleculas vcerarramenso os

s s . ;. y e
orgéanicas e inorganicas. F'! [c) ! PgIid
o

Par redox Ey (V)
— 0,60
S0,2/HSO; (-0,52) 2 &~ o
COy/glucosa (-0,43) 24 e~ \ — -0,50
T 2HYH (0422 —
i CO,/metanol (-0,38) 6 &~ —[ 040
‘; ) NAD*/NADH (-0,32) 2 &~ — F -0,30
COy/acetato (-0,28) 8 e~ 7
DG° | SY/H,S (-0,28) 2 & / 0
n FAD/FADH (-0,22) 2 e / - 0,10
[ Piruvato/lactato (-0,19) 2 e~
(1) H, + Fumarato> P succinato> -88kJ (, SOZ7/H,S (0,17) 6 &~ -
S,0£7/S,04% (+0,024) 2 e~ —| %
=» Fumarato/succinato (+0,03) 2 e~ 7 — +0,10
(2) H2 + NO3' > NOZ‘ + HZO -163kJ (2)  Citocromo boy/eq (+0,035) 1 6~ L
Fe3*/Fe?* (+0,2) 1 &7, (pH 7) e
Ubiquinonagy/req (+0,11) 2 €~ / — +0,30
(3) HZ + 2 OZ > HZO _237k‘J Citocromo Coy/req (+0,25) 1 €~
Citocromo ayy/eq (+0,39) 1 & 7 i
b NO;/NOj (+0,42) 2 & L 10,50
— +0,60
NO; /%N, (+0,74) 5 &~ —__[ +0,70
Fe%*/Fe** +076) 167, (PH2) — | g9
» 10,/H,0 (+0,82) 2 & aal :
+0,90

%
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DEPARTAMENTO DE

FOSFORILACION » )4

En sistemas biologicos sirve para generar compuestos energeticos faciles de usar
en el metabolismo. Es el proceso de generar ATP a partir de ADP y un fosfato,
utilizando las fuentes de energia propias de cada tipo microbiano.

@=ED

Se consideran tres tipos de fosforilacion.

¥
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DEPARTAMENTO DE

TIPOS DE FOSFORILACION "4

rré{L‘:J

A) Fosforilacion a

/ B) Fosforilacion oxidativa, C) Fotofosforilacion,
nivel de sustrato, se denomina asi al funciona igual que la f.
aquella en la que un proceso de generar ATP a  oxidativa, pero depende de

fosfato presente en partir de ADP y fosfato la luz y las moléculas
una molecula inorganico, mediante la aceptoras de fotones.
(sustrato fosforilado) fuerza motriz de protones  También se usa una fuerza
es transferido al ADP. creada a partir de motriz de protones.

compuestos quimicos.

i \
Enzimal tetasa

Luz
+Q
® ®
+

Y
L
22
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DEPARTAMENTO DE

FOTOSINTESIS. Fase luminosa. » )4

a) Bacterias fotosintéticas
(rojas y verdes del azufre y
no del azufre): fotosintesis
anoxigénica (no hay
liberacibn de  oxigeno),
bacterioclorofila, es un
sistema cerrado por tener
fotosfosforilacion ciclica.

b) Cianobacterias, algas y
plantas: fotosintesis
oxigénica (se libera
oxigeno), clorofila, es un
sistema abierto donde el
donador de electrones es el
agua. Aqui se llama al
sistema fotofosforilacion no
ciclica.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM

P rlf‘}}j’;‘}

Cadena de
0 &

‘ transporte de {\gﬁ”
, electrones \ﬁj
ElegtroneQ Y Energia para
Excitados (D | produccion de

' @) ATP
Luz _ I @& Acarreador de
acterio (_@ electrones

Fotofosforilacion Ciclica

Cadena de
pre—— transporte de =
A !
@ L electrones %ipg
EIectronesC:> L—k‘ Energia para

Excitados produccion de
(2 e) & i ATP

%ﬁ @
Clorofila

Tee)

&

HY 4+ H*

6

i
2
Fotofosforilacion No Ciclica

W
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DEPARTAMENTO DE

] 3 AR 3%
FOTOSINTESIS. Fase oscura ST dE.!

En la fase oscura se sintetizan los compuestos de carbono para terminar de
almacenar la energia luminosa en energia quimica, al usar el ATP formado en la
fase luminosa, junto con el NADPH,,

~ 7 ( / q
q 1
Ribulosa Nk S

: OForcaN Liou | [ a0e |
— A3 biflosoglicérido
ofe )

¢-0
H-C'-OH
H-C-OH

I
. CHz20pP
Ribulosa

fosfato

dehido

Gliceraldehidd
-3-fosfato Gliceraldehido

-3-fesfato

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  ~cp Eduardo Bonil
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FOTOSINTESIS PARA GENERAR ATP SIN USAR l'
CLOROFILA o) eyt

Existen archaeas con la capacidad de producir ATP con la ayuda de la luz, usando
moléculas que absorben los fotones. No es del tipo de la clorofila.

La bacteriorrodopsina, encargada de absorber la luz para crear una bomba de

protones. Funcionan con la frecuencia del verde del espectro visible. Se nombran asi
porgque se parece a la rodopsina de la retina.

Cytosol

ATPasa

“~_Membrana External
roja medium

ADP +P

Ejemplo de esto son los haléfilos extremos como Halobacterium sp.

{ ¢ [
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OBTENCION DE ENERGIA DE LOS OEPARTAMENTO O

QUIMIOHETEROTROFOS 310 | ,!.JI A

| respiracién aerobia|

glucosa

5

piruvato

e v
Acetil E piruvato @

[fermentacidn|

productos
finales

Cadena de
transporte de
electrones y
quimiosmosis

d ¢ [
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OBTENCION DE ENERGIA DE LOS DEPART Alv ENTO D
UIMIOHETEROTROFOS 1 3=
M#

Uso de Carbohidratos

Via metabdlica Caracteristicas
Via glucolitica de Embden- Fosforilacion de la glucosa, formaciéon de una pentosa y
Meyerhof-Parnas ruptura para obtener compuestos de 3 carbonos. Piruvato.

Degradacién de glucosa por | Fosforilacidon de la glucosa, apertura del anillo y formacidn
la via Entner-Doudoroff de grupo ceto, ruptura para obtener compuestos de tres
carbonos. Piruvato.

Via de la Pentosas o Obtencién de azucares de 5 carbonos por eliminacion de
Hexosa monofosfato un C de la glucosa. Uso para otras vias.
Compuesto Compuesto
organico Organico
Flujo de | Fuerza motriz ATP Flujo de
electrones de electrones carbono
. . 4
En aerobiosis O, (aceptor final de Biosintesi
electrones) En anaerobiosis pueden ser I0SINESIS
compuestos de carbono o inorganicos
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM @Q
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DEPARTAMENTO DE

VIA EMBDEN MEYERHOF PARNAS e RN
r“r!!rrj!*;!

Via hexosa monofosfato

Glucbégeno
glucosa /vg — M\ r
(6C) o ATP P 7 _ 7 N fosfato de
7 - = N |  dihidroxi-
7 = N\ acetona (3C
ADP fructuosa- “_ fructuosa- < \ (3€)
' /6P(6C)gl,6P(6C)~ .
glucosa-
6 P (6C) ATP & gliceraldehido
ADP | 3P@O)
NAD+
P
fosf | 2-fosfoglicerato NADH
osfoeno ) p 3-fosfoglicerato- gliceraldehido-
piruvato & o & (3C) 1,3 P (3C)
(3C)
atp  APP
Fermentaciones: propionica, butirica,
ADP piruvato_- ="Y| acetona-butanol, butanodiol,
— \ s . Je T
ATP = (30) S homolacticas, alcohdlica
A
Alanina, leucina, valina Ciclo de Krebs

pinosa

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  ~cg Eduardo Bonilla ES



DEPARTAMENTO DE

VIA ENTNER DOUDOROFF 2 R
r“r!!rr)!‘:!

Hexosa Monofosfato

v
7
glucosa- 6-fosfoglucono- 6-fosfoglu-
g'?gg)sa 6P(GC)R lactona (6C) aconato (6C) \
ATP NADP NADPH
? 2-ceto-3-desoxi-6-
NADH fosfogluconato (6C)
P ADP NAD+
1,3-fosfo glic?ral
Glicerato (3C) gi’hzgg)

P

3-fosfoglicerato (3C)

"

2-fosfo fosfoenol plr(g\é?to
glicerato (3C)H|ruvato (3C) _ =__/==/
Ciclo de ==
Krebs == = /
= TFermentaciones: propidnica, butirica,
Alanina, leucina, valina TF acetona-butanol, butanodiol, homolécticas,
alcohdlica

0
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DEPARTAMENTO DE

ViA DE LA HEXOSA MONOFOSFATO - : 2 ! 2
pile)le "}E

REACCIONES NO OXIDATIVAS (REVERSIBLES)

H

sio:i?ct‘gsis H-E-OH ¥
nzclgico: ~ E Ho-é:}? 0 H-g-ou
~OH H—C—0H E-ﬂ =0
—OH S ! H-C—OH  HO—C—H
H— —OH ol Wi H—t—OH H=C—0H
H 9 "-é-o-f’ H—(;:—O-P H—}-—O-P H—C—0-P
H-C-oH Ribosa Sedohébtulosa ritrosa Xilulosa
(‘;=0 5-fosfato 7-fosfato 4- fosfato -fosfato
H—C—0OH
H—C—OH B e — o : > Glucslisis
H=C—0-P H '/3 \ mu-t-ou
i 4 H-C-0H ¢=0
| t=0 HO-C —H 0
ribulosa HO=-C=H E_H H—C—0H o
5-fosfato sodon  |wid=on H— —OH H-C=0H
(5C) H—C—0-P |H i-o-P H—C—0-P  H—C—0-P

Xilulosa Gliceraldehido Fructosa Gliceraldehido
S5-fosfato 3-fosfato 6-fosfato 3-fosfato

of -
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  org Eduardo Bonilla Espinosa
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DEPARTAMENT

OBTENCION DE ENERGIA DE LOS QUII\/IIOAUTC)TROFOS;; 4

delle

Los microorganismos quimioautotrofos (litdtrofos) se presentan en muchas
variedades. Hay los que utilizan compuestos de azufre (H,S), hidrégeno
(H,) amoniaco (NH,) y otras sustancias para obtener la energia necesaria
para su metabolismo. De manera general usan reacciones de oOxido
reduccion de compuestos inorganicos para generar el ATP, y posteriormente

fijan el CO, para producir sus compuestos de carbono.

Esquema general del metabolismo de un quimioautotrofo:

Compuesto CO,
inorganico
|: Flujo de
uerza
| _ ATP carbono
Flujo de motriz de
electrones electrones
Biosintesis

En aerobiosis O, (aceptor final de electrones).
En anaerobiosis compuestos inorganicos

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM QFB. Eduardo Bonilla Espinosa
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RESPIRACION AEROBIA Y ANAEROBIA. FERMENTACIORN. 2" " 7" "" 77,7

r”rglr!"llzl
(Obtencion de energia por consumo de compuestos o sustancias)

RESPIRACION

Proceso metabolico en el cual la célula obtiene la energia de los compuestos
guimicos, para generar ATP que sera utilizado en otros procesos metabdlicos.

Respiracion aerobia: Uso del oxigeno como aceptor final de electrones, para liberar la
energia de los compuestos de carbono, (u otros compuestos)

Respiracion anaerobia: Uso de aceptores inorganicos, aungque tambien organicos
para obtener energia de los nutrientes

Fermentacion: Respiracion anaerobia en la que el aceptor final de
electrones es un compuesto organico

B
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DEPARTAMENTO DE

RESPIRACION AEROBICA O AEROBIA "3 7

r rlr.:jl:_}

glicolisis y ciclo de los ATC
glucosa 6 CO,

NAD NADH,

o/

NAD usos Sistema de
transporte de

FMP 4 electrones

ATPasa
0, ——— 6 H,0
ATP
Espacio int branal .
H+ H spacio In aﬂmem rana H

S

Ddntro de la membr&na mitrocondrial

N N \

ATPasa / ATP sintetasa

NADH Citocromo C Citocromo C /\ MATRIZ
deshidrogenasa  reductasa oxidasa ADP ATP

4 U1
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PRODUCCION DE ATP: Respiracion aerdbica de una°trs=r

"

celula procariote a partir de una molécula de glucosa. = 10 [ Jxrdd
o

Fuente

ATP obtenido

Glicolisis

1. Oxidacion de la glucosa a acido
pirdvico

2. Produccion de 2 NADH

2ATP (fosforilacion a nivel de sustrato)

6 ATP (fosforilacion oxidativa en la
cadena de transporte de electrones)

Paso preparatorio

1. La formacion de acetil coenzima A da
2NADH

6 ATP (fosforilacion oxidativa en la
cadena de transporte de electrones)

Ciclo de Krebs

1. Oxidacion de Succinil CoA a acido
succinico

2. Produccion de 6NADH

3. Producciéon de 2FADH

2GTP (equivalente al ATP, fosforilacion a
nivel de sustrato)

18 ATP (fosforilacion oxidativa en la
cadena de transporte de electrones)

4 ATP (igual que el anterior)

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM

XA

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa




RESPIRACION ANAEROBICA o " ~ | ©) .}'!.' l

Sustrato: Combuestos organicos (pueden ser
azlUcares) o compuestos inorganicos

Aceptor inorganico de electrones NO,, SO,*

Productos finales NO,", SO,*

Energia invertida Segun ruta

Energia obtenida Segun ruta

Energia neta Segun ruta

Enlace a otras rutas Productos finales a ninguna

Respiracion anaerdbica con un sustrato organico y

un aceptor inorganico para generar ATP : L, -
P J para g Ejemplo de respiracion anaerdbica usando

CLUCOSA sustratos inorganicos y aceptores
12 NOy inorganicos para generar ATP
ATP e . _ .
&> intermediario SNH,™+3NO, _’4N2+9H20+2H)
S para otras
12 NO, 3 rutas (Este se usaen la
produccion de ATP)
6CO, + 6H,0

B &
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FERMENTACIONES DAY A'“»N_.Yo' o &

Sustrato: Glucosa o azucares

Intermediarios importantes: piruvato (otros segun ruta)

Energia invertida Segun ruta
Energia neta Segun ruta
SUSTRATO GLUCOSA
ADP + Pi NAD 2 ADP + Pi 2 NAD
ATP % NADH, 2 ATP % 2 NADH,
INTERMEDIARIO 2 PIRUVATOS
OXIDADO
NADH, 2 NADH,
@ NAD @ 2 NAD
PRODUCTOS 2 LACTATOS

FINALES
REDUCIDOS

Y
-
""
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DEPARTAMENTO DE

EJEMPLOS DE FERMENTACIONES o ke .}1_
r Io!

a-acido acetolactico
-CO, Klebsiella

z s L, - +2H L. L +ACH N
acido lactico acido pirtvico acido piravico

Streptococcus

-CO
Lactobacillus ATP s e Enterobactér —~°
Staphylococcus HBaCi” US iacetoina
+C0, A" Shigeia ‘ +2H
acido ; CO-.-
oxaloacético E. coli acido férmico acetil-S-CoA 2.,3-butanodiol
I
*2H Salmonella ~ \
scido mali co, H
acido malico 2 2 CoA-SH \+4H etanol
+2H acido acético « /| -CoA-SH
-H,O g as +acetil-S-CoA
v Clostridium
acido succinico : ~t -CoA-SH
Co, acetoacetil-S-CoA
! CIosrridium
acido propiénico -CO
PoP acetona 2 il » butiril-S-CoA
Bifidobacterium -CoA-SH
Propionibacterium l +2H j -CoA-SH \+4H
isopropanol scido butanol
butirico

¥
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DEPARTAMENTO DE

METABOLISMO DEL NITROGENO. '.‘:l ! RN
rile)le)s !E.!

03.3Asimilacion y uso del nitrégeno.
USO DEL NITROGENO SEGUN EL TIPO DE MICROORGANISMOS

Tipo de
microorganismo

Fijacion de
nitrogeno

Asimilacion de
amoniaco

Transaminacion

Fijador de
Nitrogeno

No fijador que usa
nitrogeno
inorganico

No fijador que usa
nitrdgeno organico
exclusivamente

Si

Si

Si

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  ~cp Eduardo Bonilla Espinosa

Si

Si

LE T

38




DEPARTAMENTO DE

FIJACION DEL NITROGENO. .:, ! R
rjle)le) s I‘;!

2ATP

Fz;?g:;:;ﬂ _____ Fe [ MoFe e .---——NHg + H,
(reducvdo) (oxidado) ot
~
',

:{\ N”R%%EONASA NrrR%%ESNASA @
Q) L \'\_ - k ,"' '\‘
Tl @ R ey e e
2ADP
Complejo nitrogenasa
— NOgy+— NO,+%0, NO, + 2H* + H,O <«— NH,* +1%0, <«
Oxidacion de amoniaco
NADPH, NADP NADPH, NADP
NG / _ N

— " NOy NO,
Reduccién asimilatoria de nitratos

NH;  (NH,Y)

Y
O]
39
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D[PARYAMENYO DE

ASIMILACION Y TRANSAMINACION DE NITROGENO. : | ! J
A

ASIMILACION
glutamato
COO- deshidrogenasa COO-
| |
(|::o NH, H—C|3—NH2
CH CH
| — | RO
|CH2 NADH + H* C|7Hz
COO- COO-

a-cetoglutarato glutamato

TRANSAMINACION

fosfoglicerato

deshidrogenasa _

deshidrogenasa aminotransferasa fosfatasa

NAD' NADH + H' glutamato a-cetoglutarato H,0 P,
coo coo A coo \ / coo
HC OH ?=O 1 H3N—(|3H ——> HaN— CH

>

CH2 0= PO3 CH,—0—PO3 CHy;—O— PO3 CHZOH
3-fosfoglicerato 3-fosfopiruvato 3-fosfoserina Serina

glutamato oxalacetato

transferasa
- COO-
COO coo-
| CoO- (|: o |
H-C—NH, | - H-C—NH,
| Cc=0 cle |
——
CH, + |  —— 2 + CH,
CH, | 2 COO-
| COO- |
COO- COO-

glutamato oxaloacetato a-cetoglutarato aspartato

—t—w
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SINTESIS DE COMPUESTOS COMPLEJOS. 3 i e

Glutamina + 2 ATP + HCO;" ———= Carbamilfosfato + 2 ADP + Pirofosfato+ Glutamato

Pirofosfato (P;) 8 o)
H N
ot t 8 >
NHz"C—O—JI’—g * NHZ'(I:_C 2 Asparato transcarbamilasa THZ |H2 8
b CH - c—C%
e 1 <N N
C°2 H H
@
Carbamilfosfato Aspartato N-carbamilaspartato ﬁ
(o
; j i @i
0 I 8
N7 C 2
C c c c 'l
o Orotato fosforribosil >
TH1 \cl:H2 8 H,O HT/ \([:H2 8 NAD* NADH' HN ICH 8 b aihing 0[ o) \N/
c gﬂ%— c €O, s | O—L—O—P—CH
P O N 0~ PRPP* PP, | :
u H,0 ﬁ H Dihidrd--orotato- u g
-deshidrogenasa
OH H
N-carbamilfosfato Dihidro-orotato Orotato SRS
H+
Orotidilato descarboxilasa
co,
I
Cc
T
o| °//C\N _CH
8~ll’—o—P—CH2
(o]
o
OH OH
URIDILATO (UMP)
(Uridin-monofosfato
l *: PRPP: Fosforribosil pirofosfato |
\'I
— o
FA AD DE QUIMICA-UNAM S P — g :
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DEPARTAMENTO DE

DEGRADACION DE COMPUESTOS ORGANICOS °''’ »
NITROGENADOS. ri [0) ! )4 I‘!

’ Iald
Cl'“OHH | TOH
H—C—N7 + 1209 — = WN=¢ =+ HO Desaminacion de aminodcidos
| x
R H R
0 0
C~omn (~oH
HN:(I + H0O0 — O:(I' + NH;
R R i,
| Degradacion de nucledtidos de purina | N N
Y
o AMP N7 N
RibosaSP
N
HN .
UREA 1 )% | \>‘ GMP P "/ 5’ nucleotidasa
%) HZN/C\NHE HNT N7 N Adenosina
G, 1
HoN""NH, ibosa 5P M
+ 5" nucleotidasa MH,*
o) Pi
H Guanosina Inosina
GLIOXILATO OH Purin nucleosido i’;:ff;;r;csfgcisrdn
ilasa = Ribos
© NFS:m?dS:sa l Ribosa ! a Nucleosidasa
Guanina " Nantina
\‘ Oxidasa {Ma 'LN
-
< NP
HO Hipoxantina
NH2 COO‘ NH2 H o (forma ceto)
Xantina (forma enol) e
/f\ a \ /\ o,
H,0, Xantina oxidasa (Mao)
V< Oz Espontaneo CH
ALANTOATO >=o P
a pH =T N N
,J\ [ H—on AcIDO URICO
.
URATO NN
ALANTOINA -
\!I
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O[PAIYAMENYO DE

FORMACION DE N, 2 | ! J
r s E!

NITRITO
NO,——— NO— NO— N,

OXIDO OXIDO  NITROGENO
NITRICO NITROSO

OXIDO
NITROSO

N,O

NH&=——NH,OH — NO,-
AMONIO HIDROXIL-  NITRITO

NO—N,O— N,
OXIDO OXlDO NITROGENO
NITRICO NITROSO

v
Ny

spinosa 43
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DEPARTAMENTO DE

SINTESIS DE ACIDOS GRASOS " )3 l 4
pilo)le) 2
o
Para reserva alimenticia o sintesis de membranas
Metabolismo.
Acetil-CoA + CO,
ATP
Biotina 1< ;
ADP+Pi .,
Malonil-CoA Elongaciéon paso a paso de
o una cadena de acido graso
Sintesis de ¢ ACP

Malonil- CoA (palmitato)
Sintesis de ACP Malonil-ACP 16C + 2C

acetil-ACP, este Acetll CoA I
grupo acetilo CP 14C 1 2C

representa el
punto terminal Acetll AC I
de los acidos

grasos CO, 12C + 2C

ACP I

Sintesis de acetoacetil-ACP{ Acetoacetil-

ACP C 2 NADPH 10C + 2C
H,0¢ l 2 NADP* I
Reduccion de b“t'”"AC'iE Butiril-ACP sy 4C + 2C mmmp 6C + 2Cmmmp 8C + 2C

(tres pasos separados)

B

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM QFB Eduade BODI"B ESplnosa ”



INTERMEDIARIOS

IMPORTANTES

EL DEPARTAMENTO DE

»)"

METABOLISMO DE LA CELULA D l ©) l e f.J!I:’

Polisacarido
S

Heterotrofos

CO, 4—/l

<= Carbohidratos

Acidos

s
organicos

Otros
cofactores

Uso de otras moléculas
Estos microorganismos también
pueden utilizar otras biomoléculas
como proteinas, lipidos, bases
nitrogenadas formando
principalmente piruvato que entra a
los procesos metabaolicos.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM

Glucosa 1-fosfato
Glucosa 6-fosfato
Ribosa 5-fosfato
Eritrosa 4-fosfato
Fosfoenolpiruvato
Piruvato
3-fosfoglicerato
a-cetoglutarato
Succinil-CoA
Oxalacetato

Dihidroxiacetona-
fosfato

Acetil-Co%

N
N

Autotrofos

Compuestos organicos

NH;, NO5, N organico

|

Aminoacidos—*

Nucledétidos —

Vitaminas

Cco,

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa

Acidos
nucléicos

41

45



RESUMEN GENERAL DEL METABOLISMO DE

DEPARTAMENTO DE

CARBOHIDRATOS Y OTRAS BIOMOLECULAS. ;‘I'I 0) l - f.ji:!

ATP Glucosa Ciclo del a’cildo citrico
Metabolismo energético «<—— | Glucosa-6-fosfato |- Fosfoenolpiruvato -«— Oxalacetato
Glucosis \ Gluconeogénesis
\ co,
w
Glucosa—1-fosfato Ribulosa 5-fosfato
Ruta de las pentosas
UTP Y
Ribosa 5-fosfato
Bases puricas y
¥ /- pirimidicas
UDPG
(Uridin difosfato glucosa)
. Ribonucledtidos ——>| RNA
NADP*
) Polisacaridos Paredes celulares Desoxirribonucledtidos — | DNA
Biosintesis (péptido glucano)

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa
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METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

DEPARTAMENTO DE
»)"

*Metabolito primario: el que se produce desde las primeras
etapas del crecimiento, son importantes para la vida del
microorganismo, como el acido piravico. Si hay falla
genética para su sintesis el microorganismo puede morir 0
resultar severamente danado.

*Metabolito secundario: es el generado en etapas
posteriores del desarrollo microbiano, cuando la poblacion
ya tiene cierta edad y dispone de recursos para
sintetizarlos, por ejemplo antibidticos. En caso de que
pierda la informacion genética para su sintesis, la célula
no muere, aungue pierde una ventaja.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa
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Los metabolitos son sustancias y/o compuestos
organicas producidos por en etapas iniciales,
intermedias o finales del metabolismo.




DEPARTAMENTO DE

03. NUTRICION MICROBIANA Y MEDIOS DE CULTIVO. ;4 l 4
ejlo)lo)d I:!

03.4 Medios de cultivo: clasificacion, disefio y aplicaciones.
MEDIOS DE CULTIVO

Mezcla de agua con sustancias organicas Yy/o inorganicas que permiten el
desarrollo de los microorganismos “in vitro”

El proposito de los medios de cultivo es proporcionar los nutrientes necesarios
para que el microorganismo pueda crecer y reproducirse en el laboratorio, con
diversos fines como investigacion, identificacion, diagndsticos o produccion

Pueden clasificarse por: ,
composicion, g
estado fisico,
aplicacion o uso.

i
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CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO POR verantamento ot
COMPOSICION .

2 2
rjle)le)d I‘:’
o

*Sintéticos

303 @)

Glucosa QP NH,CI NacCl

*Naturales o complejos

Agar Papa: Mezcla de proteinas, aminoacidos, carbohidratos,
lipidos, sales minerales, etc.

Agar Sangre: Al medio base se agrega sangre de carnero.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  org Eduardo Bonila Espinosa 7



CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO POR ©frastamenio ot

ESTADO FisSICO ;j ir! ! crfg !

Liquidos Semisolidos Solidos

S
Agar-agar Grenetina Silica Gel

_ (Carbohidr_ato) (Proteina) (SiO,)

Agentes gelificantes
™~

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM  ocg Eduardo Bonila Espinosa



CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO POR  oirastamenio ot

APLICACION O USO 310 le f"’ll"l
Aplicacion ~~~ |Eemplo

eGenerales Caldo Nutritivo, Caldo Cerebro Corazdon Agar, Agar Tripticasa Soya
(TSA)

eSelectivos Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar Endo, Manitol Sal Agar
(MSA), Agar Cetrimida, Agar Verde Brillante

eDe enriquecimiento Stuart, Agar 110

eEnriguecidos Agar Sangre, Agar Chocolate, Agar Cerebro Corazon

eDiferenciales Eosina Azul de Metileno, Manitol Sal Agar

eCuantificacion de Agar Papa Dextrosa, Agar Cerebro Corazon, Agar dextrosa 'y

microorganismaos triptona

eDe valoracion (base) Agar Miiller Hinton

ePara caracterizacion Bioguimicas (Caldo triptona, Medio SIM, Agar Almidén, Medio
O/F)

eDe mantenimiento Leche Descremada

‘!i.
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM L
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COMPOSICION ~ QUIMICA  DE UNA CELULA T R
PROCARIOTICA 101G gid
MACROMOLECULAS:
Proteinas 55 2,350,000 ~1850
Polisacaridos 5 4,300 2
Lipidos 9.1 22,000,000 4
ADN 3.1 2.1 1
ARN 20.5 255,500 ~600
Total de moléculas 96 24,610,000 ~2500
MONOMEROS:
Aminoacidos y precursores 0.5 ~100
Azlcares y precursores 2 ~50
Nucleétidos y precursores 0.5 ~200
Total de monomeros 3.5 ~350
lones inorganicos 1 18

FACULTAD DE

QUIMICA-UNAM

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa
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EJEMPLO DE REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES STl phohll o

EN MEDIOS DE CULTIVO 31010gIa

Bacteria Escherichia Salmonella Proteus Staphylo- Lacto-
coli Typhi vulgaris coccus bacillus

aureus acidophilus

Sales Si Si Si Si Si

Inorganicas

Carbono Si Si Si Si Si

organico

Nitrogeno Si Si Si Si Si

inorganico

un aminoacido Si Si

dos 0 mas Si Si

aminoacidos

una vitamina Si Si

dos 0 mas Si

vitaminas

B

} 1)1 D B O A oy O J S — .
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SUSTANCIAS Y/O COMPUESTOS COMUNMENTE DEPARTAN

EMPLEADOS EN MEDIOS DE CULTIVO ;ﬂ ©) l 0)

ENTO DE

Elemento Forma habitual en que se Forma utilizada en medios de cultivo
encuentra

Carbono (C) CO,, compuestos organicos | Glucosa, malato, acetato, piruvato, peptonas, lipidos

Hidrogeno (H) H,O, compuestos organicos H,O, compuestos organicos

Oxigeno (O) H,O, O,, compuestos H,O, O,, compuestos organicos
organicos

Nitrogeno (N) NH,, NO;, NO,, compuestos | Inorganicos: NH,Cl, (NH,),SO,, KNO;, N,
organicos nitrogenados Organicos: aminoacidos bases nitrogenadas, otros

compuestos organicos con N

Fosforo (P) PO,* KH,PO,, Na,HPO,

Azufre (S) H,S, S#, SO,> compuestos | Na,SO,, Na,S,0,, Na,S, compuestos organicos
organicos azufrados azufrados

Potasio (K) K* KCI, KH,PO,

Magnesio (Mg) Mg?* MgCl,, MgSO,

Sodio (Na) Na* NaCl

Calcio (Ca) Ca? CacCl,

Hierro (Fe) Fe?* o Fe3*, o FeS FeCl,, FeSO,, soluciones de Fe con EDTA

e |
FACULTAD DE QUIMICA-UNAM e

QFB. Eduardo Bonilla Espinosa



DEPARTAMENTO DE

-
Caseina hidrolizada 59 | Uracilo 10 mg
Glucosa 10 g | Riboflavina 500 nug
Solucién A 10 mL | Tiamina 500 nug
Solucion B 5 mL | Pantotenato 500 nug
L-Asparagina 250 mL | Niacina 500 nug
L-Triptéfano 50 mg | Piridoxamina 200 ug
L-Cistina 100 mg | Piridoxal 100 ug
DL-Metionina 100 mg | Piridoxina 200 nug
Cisteina 100 mg | Inositol 10 um
Citrato de amonio 2 g | Colina 10 um
Acetato de sodio (anhidro) 6 g | Ac. paraaminobenzoico 200 ng
Adenina 10 mg | Biotina 5 ug
Guanina 10 mg | Acido félico (sintético) 3 ug
Xentina 10 mg | Agua destilada 1000 mL

Solucion A. K,HPO, y KH,PO,, 25 g de cada una, en agua destilada hasta completar 250 mL.

Solucion B. FeS0,07H,0, 0.5g; MnS0,¢2H,0, 2.0g; NaCl, 0.5 g; y MgSO,e7H,0, 10 g. Disolver en agua destilada hasta un

volumen de 250 mL
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MEDIO PARA EL CULTIVO PARA Escherichia coli

Medio sintético

NH,H,PO, lg
Glucosa 5g
NaCl S8
MgS0,e7H,0 0.2g
K,HPO, lg
H,0 destilada 1000 mL
Medio natural o complejo
Extracto de carne 3g
Peptona de carne 5g
H,0 destilada 1000 mL

FACULTAD DE QUIMICAUNAM
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MEDIOS DE CULTIVO - : te ! = 'J/"
r : I.’

DISENO DE MEDIOS DE CULTIVO: Es el desarrollo de
nuevos medios y se basa en las caracteristicas
nutricionales y bioguimicas de los microorganismos a
estudiar. En funcion de estas caracteristicas se
proponen fuentes de energia, carbono, nitrogeno,
oligonutrientes, factores de crecimiento, pH y otros
pardmetros. Posteriormente se estandariza para
utilizarse en investigacion o uso comercial.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO: Es la
elaboracion de un medio de cultivo, que ya ha sido
desarrollado y simplemente se siguen las indicaciones
del fabricante o del investigador. Se agrega la cantidad
sefialada en la formulacion y se afade la cantidad de
agua indicada. Se ajusta el pH y otras caracteristicas
para tener el medio de cultivo listo para utilizarse.
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03) METABOLISMO r”rllrtljl'.!

03.5) CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA MICROBIANA.

La actividad metabdlica de los microorganismos esta definida por factores genéticos
y ambientales.

Factores genéticos: La informacion genética permitira la produccion de enzimas que
utilizara en su metabolismo. Por lo tanto las rutas metabdlicas estan definidas por
las enzimas que produzca el microorganismo y si no tiene el gen no habra enzima.
Por ejemplo: Bacillus subtilis tiene el gen que codifica para la amilasa, para degradar
almidon, por lo que puede usar frutas y alimentos ricos en almidén como fuente de
carbono en caso de estar en el ambiente. Si no hay almidén, no habra sintesis de la
enzima. A diferencia de Escherichia coli, quien no cuenta con el gen de la amilasa y
no importa las condiciones en que se cologue, nunca expresara esta enzima.

Factores ambientales: las condiciones ambientales también tienen importancia en el
metabolismo, ya que el entorno en que se encuentran los microorganismos podra
incidir en las vias metabolicas que utilice.

FACULTAD DE QUIMICA-UNAM EE
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CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA < 'I 0) l r !.J I:!

El catabolismo y el anabolismo pueden presentar diversas vias que pueden ser
utiles para caracterizar a los microorganismos.

Por ejemplo, las vias necesarias para el uso del nitrégeno

Los microorganismos fijadores de nitrogeno tienen las enzimas para convertir el
N, atmosférico en nitrégeno inorganico (por ejemplo NH,*)

Despues de este paso el mismo microorganismo u otros organismos que cuenten
con una enzima podran asimilar el nitrégeno inorganico y convertirlo en nitrogeno
organico, al tomar un radical amonio e incorporarlo a un esqueleto de a-cetoacido.

Un dltimo proceso que pueden presentar la mayoria de los seres vivos es la
transaminacion, que consiste en pasar el grupo amino de un aminoacido a un a-
cetoacido.

B
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FUNCIONALIDAD ENZIMATICA DENTRO Y FUERA DE DEPARTAMENTO DE
LA CELULA

Las enzimas se encuentran en el interior de la célula y las sustancias son
transportadas a través de la membrana por enzimas de transporte. Algunos autores
llaman a estas enzimas y a otras de la membrana Ectoenzimas.

La sustancia es el sustrato de las vias metabdlicas propias de cada microorganismo.
Estas enzimas se pueden denominar como Endoenzimas.

Sustancia
de bajo peso

molecular
Desechos

.{—“
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FUNCIONALIDAD ENZIMATICA DENTRO Y FUERA DE DEPARTAMENTO DE
LA CELULA

Hay enzimas que se excretan al exterior para degradar los sustratos y las
moléculas mas pequefias sean transportadas a través de la membrana para que
continlen su proceso en una via metabodlica. Estas enzimas se conocen como

exoenzimas.

Mondmero

: Desechos
Polimero
+

Exoenzima
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PRUEBAS BIOQUIMICAS Qi ! = .}1:

Por la diversidad del metabolismo que pueden presentar los microorganismos, es posible
caracterizarlos en funcion de las enzimas que pueden sintetizar.

Para esto se han desarrollado las pruebas bioquimica, que son determinaciones “in vitro” de la

presencia o ausencia de enzimas. De acuerdo a las enzimas detectadas es posible establecer
gue especie de microorganismo tenemos.

? Sy
sustrat %
-

@

cuando el microorganismo no cuenta

con la enzima, no hay cambio sobre el

sustrato, por lo tanto no hay producto

— sustrat ST que interaccione con el indicador

——

la accién enzimatica se pone de

manifiesto con un indicador, que

generalmente reacciona con el
producto, siendo visible a simple vista
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PRUEBAS BIOQUIMICAS S AN 3
t“t!!(}‘)!é!

Agar:

a) 0% liquido

b) 0.4-0.8% Indicador o
semisolido revelador:

c) 1.5 a 2.0% solido a) acido base

b) colorimétrico
C) caracteristicas

fisicas
otrats SL;startlmzs y cci)mpuestos. sustrato: Cada una tiene indicaciones
g) 1? ratuzn © 'te’ carbono sustancia principal sobre para :
) fuente de nitrogeno la que actuara la enzima a) inoculacién

c) factores de crecimiento
d) sales minerales
e) amortiguadores

b) tratamiento
c) incubacién
d) lectura
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PROCEDIMIENTO GENERAL PARA HACER

. » )4 <
PRUEBAS BIOgUII\/IICAS r“rI!f‘f'} I':!

Inoculaciéon de

Aislamiento la bioquimica
= &
| incubar
S (tlempo y
temperatura)
——
colonia pura
(cultivo axénico)
Prueba de
pureza
(Gram)
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Lectura de la prueba
2

Prueba positiva
0
Prueba negativa

O
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RESULTADOS ERRONEOS DE PRUEBAS DEPARTAMENTO D

» )4 «

BIOQUIMICAS r”r!lr!:JI'QI

—

Causas probables:
Es un falso positivo contaminacion de
Falso : : ) . -
- cuando la prueba arroja _J microorganismos, inestabilidad
positivo un resultado +, del sustrato, errores con el
debiendo ser negativo. reactivo revelador o indicador.
Es un falso negativo Causas probables: sustrato
cuando la prueba indica incapaz de reaccionar, revelador
Falso _ un resultado -, cuando — caduco, microorganismo
@ negativo seria positivo. correcto pero tiempos excesivos,
contaminaciones que alteren el
resultado.

—
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EJEMPLOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS 0 )4 <
rijle)le) s !‘; !
-
Prueba Amilasa Indol Hidrdlisis de lecitina
Medio Agar Almidén Caldo Triptona Agar yema de huevo
Enzima Amilasa Triptofanasa Lecitinasa
Sustrato Almidon Triptofano Lecitina
Indicador Lugol (15%) Kovac's o Erlich Lecitina
Positivo Halo incoloro o rojizo Anillo magenta Precipitado
Negativo Sin halo, color azul Amarillo Sin cambio en el medio

Imagen

‘I‘
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EJEMPLOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS D ale .}1

Prueba Voges Proskauer Rojo de Metilo Uso de carbohidratos
Medio Caldo RM/VP Caldo RM/VP C. Rojo de Fenol + lac
Enzima Varias (ruta metabdl.) Varias (via metabdl.) Varias (ruta metabdl.)
Sustrato Glucosa Glucosa Lactosa u otros azucares
Indicador a-naftol + KOH Rojo de Metilo Rojo de Fenol
Positivo Color rojo Color rojo Vire amarillo
Negativo Amarillo o sin cambio Amarillo o sin cambio Sin cambio o rosa
| \
Imagen “ '\;. 8 ,
699
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EJEMPLOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS DY ale .}1

Prueba Reduccidn de nitratos Oxidacién fermentacion

Medio Caldo nitrato O/F (Hugh vy Leifson)
Enzima Varias (ruta metabdl.) Varias (ruta metabdl.)
Sustrato Nitrato de sodio Glucosa u otro azucar
Indicador Reactivos Ay B de Griess Azul de bromotimol
Positivo Rojo sin Zn, Amarillo con Zn Vire amarillo
Negativo Amarillo sin Zn, Rojo con Zn Sin cambio

Imagen

LS
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IDENTIFICACION POR PRUEBAS BIOQUIMICAS R A A%

Especie Acidos a partir de azlcares Red: Polisac.
(22°C) (37°C) Lactosa SacarosaFructosa NO; Sac
N. gonorrhoeae 0 0 + 0 0 0 0 0 0
N. meningitidis 0 \% + + 0 0 0 0 0
N. lactamica \Y, + + + + 0 0 0 0
N. cinerea 0 + 0 0 0 0 0 0 0
N. polysaccharea + + + + 0 0 0 0 0
N. subflava + + + + 0 \Y \Y 0 \Y
N. sicca + + + + 0 + + 0 +
N. mucosa + + + + 0 + + + +
N. flavescens + + 0 0 0 0 0 0 +
N. elonga + + 0 0 0 0 0 0 0

69
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IDENTIFICACION POR PRUEBAS BIOQUIMICAS "3

,”r!lrgi-._,

Edwarsiella E.  Hafnia | Morganella | Proteus Klebsiella Serratia  Providencia Citrobacter
tarda coli  alvei | morganii mirabilis ©  pneumoniae  rubidaea  rustigianii braakii
Produccién de *+ + = = = = + v
indol
H2S (TSI) 1 - - + - - - v
Citrato de Simmons - - W W W W - +
Lisina descarboxilasa i v + - + ¥ — -
Arginina dehidrolasa — v — — — - — v
Ornitina descarboxilasa ¥ + + - - - +
Hidrdlisis de Urea - —_ — + W ¥ — v
Utilizacién Malonato - - W - W W - -
Gas de Glucosa + + + + + v ¥ +
Fermentacion de:
Lactosa = ¥ 3 - 3 + - +
Sorbitol — 3 - - W - - &+
Arabinosa W —+ + — v + = +
Sacarosa — 3 % W % + L =
Manitol - + + - + + - +
Dulcitol — v — - w - - W
Adonitol - - — — W W — =
Inositol - - - - + y - -
Rafinosa — o - - - + ot =
Motilidad (3600) o+ (¥ + -+ — (¥ 3 -+

{+} positivo; (-} negativo; (¥) variable
Microorganismo Problema: Forma bacilar corta, Gram (-). Bioquimicas: Indol positivo; H,S negativo; Citrato de Simmons
negativo; Arginina dehidrolasa negativo; Ornitin descarboxilasa positivo; Hidrdlisis de Urea positivo; Malonato negativo; Glucosa

Acido y gas; Lactosa negativo; Manitol negativo; Adonitol negativo; Rafinosa negativo; Movilidad positiva. 50
T e — — —
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Sistemas miniaturizados API (Bio-Mérieux)

indice Analitico de Perfil (Analytical Profile Index, API)

DEPARTAMENTO DE

Ejemplo Sistema 20E 20 por veinte determinaciones y E de enterobacterias

Hay mas tipos de tiras API

el

o A . e . e s b

T — W e W =

Sistemas Vitek (Bio-Merieux) |w M

Sistema automatizado L [T TR
Usa tarjetas de identificacion 253
Hay varios tipos de tarjetas '
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BIOART™

Advanced Reporting Tool
for VITEK® 2 Systems
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