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INTRODUCCIÓN:

Sin lugar a dudas  la microbiología a tomada gran importancia en nuestros días, pues cada vez son más las aplicaciones y los beneficios que el hombre a encontrado en ella. Aun  cuando desde tiempos inmemoriales, las antiguas civilizaciones han dejado vestigios de la utilización de los microorganismos para la obtención de bebidas alcohólicas y otros alimentos mediante la fermentación, así como detener la descomposición de los cuerpos de animales y humanos ya fallecidos mediante procesos de inhibición del desarrollo de los microorganismos. No es sino hasta el siglo pasado cuando el hombre es capaz de descubrir la potencialidad de la microbiología y la gran gama de aplicaciones que tiene en la industria, la medicina y el medio ambiente.

La microbiología en general se dedica al estudio de la vida microscópica, sus caracteristicas generales, su ecología, resistencia al medio ambiente, su capacidad para sobrevivir y desarrollar sus propios alimentos, las consecuencias de ese desarrollo y los factores que influyen en todo esto. Esta información es fundamental para conocer y explicarse sus fuentes y mecanismos de contaminación y el destino que pueden tener  bajo una variedad de condiciones y efectos diversos como: la composición química del substrato en el que se encuentre, la actividad de agua, el potencial Hidrógeno, la temperatura, la presencia de sustancias antibacterianas, el potencial de oxidoreducción, el antagonismo entre los componentes de la flora bacteriana, sus potencialidades genéticas, los factores que las determinan  y otros. 

En fin, para lograr su mejor comprensión y adentrarnos en el estudio de la microbiología, el comportamiento de los microorganismos y sus requerimientos así como las técnicas que se utilizan actualmente, es indispensable conocer lo siguiente:

1. El concepto de la microbiología

2. Las ramas de la microbiología

3. Las técnicas que se utilizan en la microbiología. 

4. El desarrollo bacteriano

5. El metabolismo bacteriano

MICROBIOLOGÍA:

La microbiología es la rama de la biología que se encarga del estudio, investigación, clasificación e identificación de los microorganismos. 

MICROBIOLOGÍA CLÍNICA O MÉDICA:

Es aquella que se encarga del estudio, clasificación, identificación y significación clínica de los microorganismos patógenos de importancia para el hombre.

MICRBIOLOGÍA SANITARIA:

La microbiología sanitaria se encarga del estudio, identificación, cuantificación y control de los microorganismos que pueden afectar la inocuidad del agua y alimentos, así como la sanidad en superficies, instalaciones y el medio ambiente.

MICROBILOGÍA INDUSTRIAL:

Es aquella que se encarga del estudio  y control de los microorganismos que intervienen en procesos de biotransformación, así como de los procesos en los cuales son empleados a gran escala para obtener productos de gran valor comercial.

MÉTODOS UTILIZADOS EN LA MICROBIOLOGÍA

PROCESOS UTILIZADOS EN LA MICROBIOLOGÍA INDUSTRIAL

Tradicionalmente se ha utilizado la palabra fermentación en microbiología industrial para describir los procesos de cultivo de microorganismos con propósitos industriales. Sin embargo, no hay que confundir esta utilización del térmico con el proceso bioquímico de fermentación consistente en la regeneración del poder reductor (NADH) por un procedimiento no oxidativo.  La fermentación que tiene lugar en la producción del vino, en este sentido, comprende ambos significados: por un lado, se trata bioquímicamente de un proceso de fermentación (producción de alcohol a partir de glucosa en condiciones anaerobias) y es una fermentación industrial en el sentido de que se trata de un proceso industrial llevado a cabo por microorganismos.

     El desarrollo de una fermentación industrial incluye dos tipos de procesos denominados, por sus nombres en inglés, procesos upstream y procesos downstream. Los procesos upstream comprenden la selección y preparación del microorganismo, la preparación del medio de cultivo y de las condiciones de fermentación (cultivo). Los procesos downstream incluyen la purificación del producto y el tratamiento de los residuos de la fermentación.

     En el proceso de fermentación del mosto de uva para producir vino, podemos distinguir los procesos upstream de la selección y preparación de cepas de levadura, tratamiento del mosto y acondicionamiento de las condiciones de fermentación. Los procesos downstream comprenden, en este caso, el tratamiento del vino para su clarificación y el de los residuos del proceso.

  Los productos fabricados por fermentaciones industriales pueden agruparse de manera general en dos clases: 

· (1) los productos de gran volumen y bajo valor (en este grupo se incluyen los productos alimenticios, bebidas, aditivos alimentarios y algunos productos químicos producidos por fermentación). 

· (2) los productos de bajo volumen y alto valor (los fármacos, por ejemplo). 

     Por otro lado, hay que señalar que tienen origen en fermentaciones industriales un gran número de productos de uso cotidiano que pertenecen a diferentes grupos: 

· (1) alimentos (derivados lácteos y de vegetales fermentados), bebidas (vino, cerveza, etc.), aditivos alimentarios (vinagre, ácido cítrico, carotenos, etc.). 

· (2) productos farmacéuticos: antibióticos ß-lactámicos (penicilinas y cefalosporinas), antibióticos aminoglicósidos y tetraciclinas; compuestos antitumorales y otros fármacos (lovastatina, por ejemplo, utilizada para controlar la producción de colesterol). 

· (3) Enzimas microbianas tales como proteasas, amilasas, etc. 

· (4) Productos químicos tales como alcoholes, polisacáridos, disolventes (acetona), lípidos, productos base para la producción de plásticos, etc. 

· (5) Productos recombinantes diseñados por ingeniería genética. 

     Además de estas utilidades, los microorganismos se usan industrialmente en ciertos procesos de microbiología ambiental tales como el tratamiento de residuos sólidos y líquidos y en biorremediación. 

PROCESO INDUTRIAL DE LA  FERMENTACIÓN:     

Se trata de una fermentación para la fabricación de un producto de gran volumen y bajo valor añadido. El proceso puede esquematizarse como sigue:

     Vamos a utilizar el estudio de la fermentación del vino para revisar los factores que intervienen en un proceso industrial. 

1. El microorganismo (hongos) 

2. El crecimiento de microorganismos 

3. El caldo de cultivo 

4. El proceso de fermentación 

EL MICROORGANISMO:

En el proceso, la levadura (Saccharomyces cerevisiae) es un hongo ascomiceto unicelular. Los hongos son organismos eucarióticos (sus células tienen una organización interna en orgánulos membranosos) quimioheterótrofos, que crece utilizando el azúcar (glucosa) presente en el mosto de uva para producir alcohol.

     El microorganismo responsable de la fermentación alcohólica de la producción del vino es la levadura S. cerevisiae. Las levaduras son hongos unicelulares, a diferencia de otro tipo de hongos a los que conocemos como filamentosos. Sin embargo, biológicamente, ambos tipos de hongos (unicelulares o filamentosos) son similares. Las levaduras se multiplican en los medios de cultivo como células aisladas individuales que se dividen y, de esta forma, aumentan su número. En el caso de los hongos filamentoso, sin embargo, las células se encuentran contenidas dentro de unos tubos formados por la pared celular. Estos tubos se denominan hifas y van creciendo por sus puntas (crecimiento apical) y ramificándose para formar la colonia que denominamos micelio. Por consiguiente, los hongos filamentosos tienen un crecimiento micelial, mientras que las levaduras no.

CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS:

Vamos a revisar el estudio de la cinética del crecimiento de microorganismos que crecen aislados. Esta es la forma de crecimiento de la levadura (hongo unicelular) y de las bacterias.

     Es importante conocer la cinética de crecimiento de los cultivos microbianos porque es necesario poder predecir cómo va a evolucionar un cultivo, cómo va a ir consumiéndose el substrato y cómo se va a ir acumulando el producto de una fermentación. Sin conocer estos factores es muy imprudente iniciar el cultivo en un fermentador de 10.000 litros, por ejemplo, con el coste que ello supone, puesto que no podemos predecir qué va a pasar, cuándo va a completarse el crecimiento, cómo se va a acumular el producto, etc.

     Las células aisladas cultivadas en un volumen finito de medio de cultivo apropiado van utilizando los nutrientes que tienen disponibles con la mayor eficiencia y rapidez que pueden, sintetizando sus propios componentes celulares y dividiéndose en cuanto han podido duplicar su masa y su material genético. El tiempo que tarda una célula en hacer todo lo anterior es lo que conocemos como tiempo de generación y puede variar desde unos 20 minutos en condiciones óptimas. Cada vez que transcurre un tiempo de generación, el número de células se duplica, siguiendo, por tanto, un incremento exponencial. 

CONTROL DEL CALDO DE CULTIVO:

El medio o caldo de cultivo debe ser un substrato rico en carbohidratos como puede ser el mosto de la uva o bien el substrato resultante del cocimiento del agave. La concentración de los carbohidratos así como la inoculación de la cepa de levaduras debe ser conocida y equilibrada para poder controlarla.

En un crecimiento equilibrado, todos los parámetros de crecimiento evolucionan en paralelo. Esto es: el incremento en el número de células, en la biomasa de cultivo y en la acumulación de metabolitos primarios es paralelo.
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El gráfico  representa la variación de la biomasa (o número de células, etc.) de un cultivo (línea roja) a lo largo del tiempo. En este cultivo, se va consumiendo un substrato cuya concentración (línea azul) decrece de forma proporcional al crecimiento de la biomasa.

No debemos olvidar que en condiciones de crecimiento equilibrado todos los parámetros del cultivo evolucionan de forma proporcional y, por consiguiente, midiendo uno de ellos (el de medida más fácil) podemos medir el resto.

     Los métodos para el seguimiento de la evolución de un cultivo microbiano pueden clasificarse en directos e indirectos. Los métodos directos se basan en la medida de la evolución del número de células vivas (técnicas de plaqueo) o del número de partículas (técnicas microscópicas y de contadores de partículas). Les métodos indirectos se basan en la medida de algún parámetro del cultivo que nos permite deducir información sobre la evolución del número de microorganismos. La elección de un método de seguimiento del cultivo en concreto depende de las características del cultivo y del proceso.

     Entre los métodos principales de recuento de microorganismos podemos destacar:

1. Las técnicas de recuento microscópico de células sin fijar usando microscopio de contraste de fase. El procedimiento es rápido y sencillo; pero no permite distinguir células vivas inmóviles de células muertas.

2. Técnicas de recuento en placa, basadas en colocar en un medio de cultivo adecuado un volumen determinado de muestra. Cada una de las células aisladas dará lugar, después de la incubación correspondiente, a una colonia de forma que el número de estas nos permitirá estimar el número de células presentes en la muestra plaqueada (sembrada).

3. Técnicas turbidimétricas basadas en la medida de la turbidez de los medios de cultivo en los que crecen microorganismos unicelulares. La turbidez es proporcional a la masa de las partículas en suspensión (células) y su medida nos permite estimarla. La limitación de este sistema, por otra parte muy sencillo, es que no distingue células vivas de muerta y que normalmente no es capaz de detectar densidades celulares menores a 10.000 células por mililitro.

4. Medida de peso seco. El sistema consiste en la filtración del cultivo a través de una membrana que retenga las células y su posterior desecación hasta peso constante. El sistema, obviamente, no diferencia células vivas de muertas y su sensibilidad es limitada.

PROCESO DE FERMENTACIÓN:

El proceso de fermentación se logra mediante el control de todos los factores de crecimiento microbiano que permitan a la levadura sintetizar la glucosa contenida en el substrato hasta lograr la obtención de alcohol como resultado del metabolismo en condiciones de temperatura y anaerobiasis. 

Una vez alcanzado y controlado la primera etapa, el siguiente paso es la separación del alcohol del resto del substrato, la cual se logra mediante la destilación de los compuestos primarios, es decir el alcohol tiene un punto de ebullición distinto al resto del substrato, el cual al evaporarse es sometido a un proceso de condensación que permite el cambio del estado de vapor al estado líquido por efecto del descenso de la temperatura.

Es fundamental el control del metabolismo microbiano para un proceso de fermentación exitoso ya que de no ser así, al romperse el equilibrio entre la cantidad de substrato y de microorganismos, los compuestos secundarios podrían resultar altamente tóxicos.

LA ACIDIFICACIÓN DE LA LECHE:

La acidificación inducida de la leche es uno de los proceso de la microbiología industrial que han tomado gran importancia comercial pues se pueden obtener grandes cantidades de producto a un costo relativamente bajo, es decir es un producto de gran volumen y de bajo valor.

La acidificación de la leche es un proceso que consiste en la fermentación de la lactosa contenida en grandes cantidades en la leche por los microorganismos, obteniendo como resulto de dicho metabolismo el ácido láctico que da las características de ph, sabor y consistencia al producto final.   

La lactosa es el único glúcido libre que existe en cantidades importantes en todas las leches, es también el componente más abundante, el más simple y el más constante en proporción.
Estructura: Químicamente la lactosa es un disacárido formado por un resto de D-glucosa y otro de D-galactosa unidos por un enlace glicosídico. 
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Son muchos los microorganismos que metabolizan la lactosa como substrato y la utilizan dando lugar a compuestos de menor masa molecular. 

La leche acidificada tiene un olor y sabor distintos a los del ácido láctico puro debido a que se forman, además, otros compuestos, algunos de los cuales adquieren una gran importancia en el aroma de ciertos productos lácteos como mantequilla y yogures.

La fermentaciones que producen ácido láctico son las más importantes para la industria láctea, pero hay otras fermentaciones que tiene también importancia considerable. 

La fermentación propiónica se lleva a cabo por acción de las bacterias del género Propionibacterium, que fermentan el ácido láctico a ácido propiónico, ácido acético , CO2 y agua. Esta fermentación es típica de algunos tipos de quesos, siendo el proceso responsable de la aparición de los característicos hoyos. 

La fermentación butírica se produce a partir de la lactosa o del ácido láctico con formación de ácido butírico y gas. Es característica de las bacterias del género Clostridium y se caracteriza por la aparición de olores pútridos y desagradables. 

PROCESO DE LA ACIDIFICACIÓN DE LA LECHE

PASTEURIZACIÓN:

La pasteurización de la leche consiste el elevar la temperatura de la leche hasta un poco del punto de ebullición, una vez logrado este, la leche se somete a un choque térmico que consiste en bajar bruscamente la temperatura en un lapso pequeño de tiempo sin alterar sus características organolépticas al hacerla pasar por un enfriador de placas, garantizando con esto la eliminación de bacterias contenidas en la leche que pudieran competir por los nutrientes durante el proceso de fermentación con la cepa madre.

INOCULACIÓN:

La inoculación de la cepa madre debe ser conocida y calcula con base en la cantidad de los litros de leche que se planee inocular a fin de poder controlar el proceso de acidificación.

HOMOGENEIZACIÓN:

La homogeneización de la leche se realiza en un tanque que tiene aspas o paletas unidas a una flecha que giran en su interior con el fin de lograr una mezcla homogénea entre la leche y la cepa inoculada, este tanque es conocido como tanque homogeneizador.

ENVASADO:

En este proceso la leche inoculada se envasa en las presentaciones comerciales mediante dosificadores automatizados.

INCUBACIÓN:

La incubación de la leche inoculada se realiza en cámaras con  temperatura controlada, por lo general las cámaras de incubación se mantienen a 45°C. El proceso de fermentación de lactosa y obtención de ácido láctico se efectúa a partir de las 12 horas de incubación aproximadamente.

REFRIGERACIÓN:

Una vez alcanzado el proceso de la acidificación de la leche como resultado del metabolismo de los microorganismos es importante detener este proceso mediante un cambio en la temperatura, el cual se logra en las cámaras de refrigeración que por lo general se mantiene a 4°C, con la finalidad de mantener el ph y el sabor característico.

COMERCIALIZACIÓN:

En esta etapa final se le adicionan en ocasiones frutas o saborizantes artificiales, para después comercializarlos en camiones de reparto que posean condiciones de refrigeración.

LA OBTENCIÓN DE VACUNAS: 

Gracias a las investigaciones realizadas por el científico Luis P. Considerado el padre de la microbiología, quien descubrió la capacidad de los microorganismos patógenos de dividirse y replicar su información genética en dos exactamente iguales, así como la capacidad del organismo de crear  defensas como respuesta a la presencia de un agente extraño dentro de él, hoy en día se puede elaborar vacunas bajo el mismo principio en el cual se baso para su elaboración.

Esté proceso de elaboración se basa en la reacción antígeno (Ag) – anticuerpo (Ac).

El antígeno se obtiene de los microorganismos patógenos, es decir la información genética que poseen los microorganismos con la capacidad de producir una enfermedad. Mediante un proceso de centrifugación de la sangre de animales de especies superiores (cuadrúpedos) se obtiene del suero las inmunoglobulinas (Ig) las cuales reaccionan en presencia de los antígenos de los microorganismos patógenos, respondiendo a este estimulo el organismo con la formación de anticuerpos.

Es decir es la obtención de inmunoglobulinas que reaccionan en presencia de antígenos que inducen a la elaboración de anticuerpos en el organismo.

MÉTODOS UTILIZADOS EN LA MICROBIOLOGÍA CLÍNICA

TOMA DE LA MUESTRA:

Las muestras tomadas para fines de un estudio en microbiología clínica, pueden ser tomadas de sangre, orina,  heces, secreción, órganos, piel, exudados, trasudados, punciones, líquido cefalorraquideo y esputos. Pero todas deben de ser tomadas con el material estéril indicado.

Tipos de esterilización:

Esterilización en seco:  a 180°C durante 30 min. ó 170°C durante 1 hora 

Esterilización Humedad: a 121°C durante 15 min. con 220lb/cm3

INCUBACIÓN DE CULTIVO:

Existen diferentes tipos de medios de cultivo:

1. Preenriquecimiento

2. Enrequecimiento

3. Simples

4. Indicadores

5. Diferenciales-selectivos

Los medios de cultivo inoculados con la muestra se incuban a 37°C durante 24hrs. con la finalidad de que los microorganismos disminuyan el estrés, se fortalezcan y recuperen su patogenicidad. Si la muestra es de un paciente que a tomado medicamento en un medio de enriquecimiento, y si es de un paciente que no a sido medicado en un medio selectivo.

AISLAMIENTO:

El proceso de aislamiento se realiza mediante la técnica se siembra por estrías sobre la superficie de un aguar selectivo en zona estéril, con la finalidad de lograr el aislamiento de colonias características. Se  incuban a 37°C durante 24hrs.

IDENTIFICACIÓN:

Una vez conseguidas las colonias aisladas en el agar selectivo, se realiza una identificación física por el color, tamaño y aspecto y forma. Después se efectúa una identificación con base en sus características bioquímicas de metabolismo, las pruebas bioquímicas son:

1. Fermentación de la glucosa (cambia a amarillo el color del agar en la parte inferior)

2. Fermentación de la lactosa (cambia a amarillo el color del agar en la parte superior)

3. Producción de ácido sulfúrico (cambia a negro el color del agar en la parte central) +++

4. Producción de indol (cambia a rosa el color del caldo de cultivo en la parte superior) +++

5. Síntesis de la urea (cambia a rosa el color del caldo de cultivo en su totalidad) +++

6. Movilidad en agar (crecimiento de positivo a lo largo y ancho de la picadura en el agar) 

7. Producción de gas en caldo (presencia de gas en la campana inmersa en el caldo)

Si después de realizar las pruebas bioquímicas no se logró la identificación del microorganismo, se realiza la identificación serológica. La prueba se basa en una reacción antígeno anticuerpo y consiste en la unión de una alicuota de la muestra con el antisuero especifico del microorganismo del cual se sospecha en una placa de serología, si se produce una reacción de aglutinación la prueba se considera positiva.

En caso de que existiera alguna duda en la positividad de la prueba, se realiza un estudio microscópico el cual consiste en la observación directa al microscopio del microorganismo mediante un frotis o tinción de la muestra en un porta objetos, logrando así de esta manera la identificación directa por sus características morfológicas el microorganismo.

ESTUDIO O PRUEBA DEL ANTIBIOGRAMA:

Esta prueba se basa en la susceptibilidad que tienen los microorganismos a la presencia de diferentes antibióticos. La prueba consiste en sembrar con auxilio de un hisopo o una barrilla de vidrio estériles el microorganismo en cuestión, sobre la totalidad de la superficie de un agar selectivo solidificado contenido en una caja Petri, todo esto en zona estéril, después colocar también en zona estéril los discos de papel filtro impregnados con diferentes antibióticos previamente identificados sobre la superficie del agar con la siembre del microorganismo, mediante el auxilio de unas pinzas estériles e incubar a 37°C por 24 horas. Después de este tiempo de incubación se identifican los antibióticos que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del microorganismo mediante la presencia de un halo de inhibición alrededor del disco en la superficie de la caja.

TÉCNICAS UTILIZADAS EN LA MICRBIOLOGÍA SANITARIA

En la microbiología sanitaria son tres grandes grupos de microorganismos que llenan el campo de estudio de esta rama de la biología:

1. Aquellos que afectan las características organolépticas de los alimentos: en los cuales se estudian los tipos de proceso en los que aparecen, las causas que los propician y desencadenan, y los medios para evitarlos y controlarlos.

2. El grupo de los microroganismos patógenos: En los cuales se tiene una estrecha vinculación con la microbiología clínica sin perder la perspectiva de las causas por las que aparecen y las vias de contaminación en agua, alimentos y medio ambiente.

3. Los microorganismos que se agrupan en función de ciertas características morfológicas, fisiológicas y ecológicas a través de las cuales adquieren un significado especial; forman los llamados grupos indicadores, es decir, que indican las fuentes de contaminación indeseables desde su cultivo o crianza como materias primas o de otro tipo de accidentes que indican malas practicas de higiene durante el manejo y preparación de agua y alimentos. 

MUESTREO:

En la microbiología sanitaria se realizan muestreos de todo tipo de aguas, materias primas, alimentos, superficies, personas y de ambiente. Todos estos tipos de muestras deben ser tomadas con auxilio de utensilios esteriles tales como: hisopos, pinzas, tijeras, navajas, bolsas, cajas Petri, etc. Ya sean muestreos de alimentos, instalaciones, medio ambiente o personas, siempre se deben de realizar muestreos que sean representativos del total de la muestra, de tal manera que el resultado obtenido del estudio represente el estado o las condiciones reales de la muestra.

DILUCIÓN DE LA MUESTRA:

La dilución o preparación de la muestra debe de realizarse de manera representativa y en base 10, es decir, cada dilución realizada representa una decima parte de la muestra original.

La dilución consiste en tomar 10gramos o bien 10 mililitros según sea el caso, de forma representativa del total de la muestra en cuestión con auxilio de un utensilio estéril y depositarlos en una licuadora que contiene 90ml. de solución boffer (agua destilada con ph neutro) previamente esterilizados, en caso de que la muestra sea un liquido solo tomar 10ml con pipeta esteril y mezclarlos con los 90ml de solución boffer, todo esto en zona estéril. La siguiente dilución se realiza tomando solo 1ml. de la mezcla anterior con una pipeta estéril y colocarlo en un tubo de ensaye con 9ml de solución boffer previamente esterilizado, todo esto en zona esteril. Deberan efectuarse tantas diluciones como se sospeche del grado de contaminación de la muestra para facilitar su conteo.

INCUBACIÓN DEL CULTIVO:

El cultivo de la muestra se realiza mediante un método conocido como vaciado en placa. Este método consiste en tomar con una pipeta esteril 1ml. de la preparación de la muestra al cual se le conoce como alicuota y colocarlo en una caja de Petri  esteril, realizar este paso tanta veces como se quieran sembrar las diluciones de la muestra preparadas. Después se vierten en las cajas de Petri con la alicuota de la muestra de 20 a 25ml de medio de cultivo previamente esterilizado en autoclave y enfriado a 45°C en un baño María, ya sea un agar simple o agar selectivo según el tipo de microorganismo que se quiera cuantificar, todo esto debe de realizarse en zona esteril. Una vez vertidas todas las cajas con el medio de cultivo, se agitan estas de arriba abajo y de un lado a otro después de forma circular en el sentido de las manecillas del reloj y de forma contraria, dichos mivimientos deben de realizarse con el cuidado de que el medio de cultivo salpique la tapa de la caja. Esperar a que se enfrie y solidifique el agar y hasta entonces incubar las cajas a 37°C por un periodo de 24 hrs.

RECUENTO DE UFC:

El recuento de colonias se basa en la premisa de que cada colonia se origino por un microorganismo que en presencia de un medio favorable para su desarollo logro multiplicarse hasta formar una colonia tan numerosa que puede ser observada a simple vista, motivo por el cual se denominan unidades formadoras de colonias (UFC). 

El recuento de (UFC) se realiza con la ayuda de un aparato conocido como cuenta colonias que consta de una plataforma circular con un fondo negro y una cuadricula blanca, la cual permite dividir el área de la caja Petri para facilitar el recuento de las colonias pues cuenta con un lente en la parte frontal que aumenta 10 veces el tamaño normal de las colonias. Una vez efectuado el recuento de las colonias solo resta aplicar los dígitos correspondientes a la dilución en la que fue factible el recuento y se reportara como unidades formadoras de colonia por gramo, mililitro, cm cúbico, etc. según sea la naturaleza de la muestra.

En caso de que el estudio sea solamente cualitativo se efectuarán los mismos métodos que en la microbiología clínica:

1. Muestreo

2. Incubación

3. Aislamiento

4. Identificación

DESARROLLO BACTERIANO

[image: image4.jpg]Pardmetro de medida

exponencial

estacionaria

muerte

Tiempo de cultivo




EL ETABOLISMO BACTERIANO

Los microorganismos son una fuente importante de energía biológica por su diversidad metabólica. Dicha capacidad de metabolismo es tan importante que en la actualidad se utiliza para descontaminación de aguas creando bioreactores y biodigestores empleando microorganismos aerobios y anaerobios. También se han desarrollado tecnologías para emplear a los microorganismos fotosintéticos para la construcción de fotobioreactores, muy útiles para eliminar nutrientes en exceso contaminadas. En nuestros días también se han desarrollado mucho las tecnologías de bioremediación, que no precisan de la construcción de costosa infraestructura y tienen un impacto ambiental secundario mínimo.

El termino metabolismo se refiere a todos los procesos quimicos que tienen lugar dentro de una célula. Los elementos químicos básicos que utiliza una célula provienen del medio ambiente y  estos elementos químicos son transformados por la célula en los componentes caracteristicos componen dicha célula. Estos compuestos químicos se llaman nutrientes y el proceso por el cual una célula transforma estos nutrientes en sus componentes celulares se denomina anabolismoo biosíntesis. La biosíntesis es un proceso que requiere energía. Esta energía se obtiene del medio ambiente. Las células pueden utilizar 3 tipos distintos de fuentes de energía:

1. La luz

2. Compuestos inorgánicos 

3. Compuestos orgánicos

Aunque algunos organismos obtienen su energía de la luz, la mayor parte lo hacen de compuestos químicos. Cuando estos compuestos químicos se rompen, degradan o descomponen originando compuestos más simples se libera energía. Este proceso se llama catabolismo. Las células tambien necesitan energía para otras funciones celulares que son:

1. La motilidad (movimiento bacteriano)

2. La producción de calor (transporte de nutrientes)

3. La producción de electricidad (para el equilibrio en las reacciónes redox)

4. La producción de bioluminiscencia.

Como se ha estudiado existen dos procesos básicos de transformaciones químicas en las células: el anabolísmo y catabolísmo. 

Anabolismo: Formación o sintesis de compuestos químicos (biosíntesis)

Catobolímo: Degradación o descomposición de compuestos químicos 

El resultado colectivo de las reacciónes anabólicas y catabolicas es el metabolismo.

LA ENERGÍA Y EL PODER REDUCTOR EN EL METABOLISMO MICROBIANO:

La energía química es la energía liberada cuando un compuesto orgánico o inorgánico es oxidado. En biología las unidades de energía más usadas son la kilocaloría (Kcal) y el kilojulio (KJ). 

1 Kcal = 4.184 KJ. La utilización de energía química en los organismos vivos está implicada con las reacciones oxidación-reducción, llamadas REDOX ya que por cada reacción de oxidación que ocurre tiene que haber una reducción. Una reacción de oxidación se define como la eliminación de electrones de una sustancia y una reacción de reducción se define como la adición de electrones a una sustancia. En bioquimica, las oxidaciones y reducciones frecuentemente conllevan no solo la transferencia de electrones, sino de átomos enteros de hidrógeno.

La energía liberada como resultado de las reacciones debe de conservarse para ser utilizado por la célula posteriormente. En los microorganísmos vivos, la energía química liberada en las reacciónes redox se transfiere normalmente a una variedad de compuesto fosfato, en la forma de un enlace fosfato de alta energía. El compuesto más importante en los organismos vivos que contiene enlaces fosfato de alta energía es el adenosín trifosfato (ATP). EL ATP contiene dos enlaces fosfato de alta energía. Se puede considerar que el enlace ATP tiene por objeto “atrapar” una parte de la energía libre que queda disponible en las reacciones catabólicas e impulsar reacciones biosintéticas al activar ciertos metabolitos intermediarios en la biosíntesis.

Ya se a estudiado que cuando ocurre una oxidación tiene que haber una reducción, es decir una sustancia que acepte los electrones eliminados. En la mayor parte de los casos, cada etapa de oxidación de un metabolito implica la eliminación de dos electrones y, por ello, la perdida simultanea de dos protones; esto equivale a la eliminación de dos atomos de hidrógeno y se denomina deshidrogenación. Inversamente la reducción de un metabilito implica la adición de dos electrones y de dos protones y se considera una hidrogenación. Los compuestos que con más frecuencia llevan a cabo oxidaciones y reducciones biológicas (es decir, que sirven como aceptores de átomos de hidrógeno liberados en las reacciones de deshidrogenación y como donadores de átomos de hidrogeno requeridos para la reacción de hidrogenación) son los piridin nucleotidos:

1. La nicotinamida adenín dinucleotido (NAD)

2. La nicotinamida adenín dinucleótido fosfato (NADP)

Estos dos piridín nuceótidos pueden facilmente sufrir oxidaciones reversibles en algun grupo nicotinamida. La oxidación-reducción reversible del NAD y del NADP pueden simbolizarse así:  

OXIDADO                       REDUCIDO 

NAD+  +  2H -----------(  NADH  +  H+

NADP+  +  2H ---------(  NADPH  +  H +

Ademas del ATP, existen otros compuestos de alta energía que activan intermediarios metabólicos y así impulsan ciertas reacciones de biosisntesis:

Compuestos de alta energía:              Causa activación en la biosíntesis de:

Guanina, uridina                                   Proteínas, peptidoglicano, glucógeo

Citidina                                                  Fosfolípidos

Desoxitimidina                                      Lipopilisacáridos

Acetil coenzima A                                 Ácidos grasos

Química de alimentos                                                                                                   QFB Víctor Manuel Muñiz.                                                                               


