
Fisiología Microbiana

Tarea de aula 2B

Metabolismo

Producción de Exoenzimas

Producción de Antibióticos



Trabajos Prácticos

- TP1: Técnicas generales de Microbiología.
- Manejo de material de laboratorio. 

- Práctica de Técnicas Asépticas. 

- Métodos de siembra y aislamiento. 

- TP2: Aisalmiento y análisis de microorganismos.
- Aislamiento a partir de diferentes nichos 

- Enriquecimiento y repiques de colonias

- Observaciones microscópicas. Coloraciones

- Metabolismo. 

- Producción de exoenzimas y antibióticos.

- TP3: Crecimiento
- Curva de crecimiento. 

- CIM y antibiograma

- TP4: Ecología Microbiona y comportamiento bacteriano comunitario

- Winogradsky

- Cuerpos fructíferos, swarming, biofilms

- Matriz extracelular en biofilms



Objetivo de la Microbiología:

Identificación y 

caracterización de 

microorganismos



Trabajo Práctico N° 2B:

Características metabólicas. Medios especiales.

OBJETIVOS:

Evaluar las capacidades metabólicas de Cepas provenientes de 

distintos nichos y sus requerimientos nutricionales (concepto de 

auxotrofía) y respuesta frente al O2. 

Evaluar la producción de antibióticos y exoenzimas de relevancia industrial 

en las cepas aisladas de diferentes muestras de suelo. 



Metabolismo microbiano: 

Conjunto de reacciones químicas que se dan en un organismo 

catalizadas por un sistema enzimático cuya finalidad es el 

intercambio de materia y energía entre la célula y el entorno. 

Metabolismo degradativo = CATABOLISMO (produce Energía)

Metabolismo constructivo = ANABOLISMO (necesita Energía)
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Clasificación de medios de cultivo

Propósito general          

Selectivo                        

Diferencial                      

Enriquecimiento            

Aislamiento

Ensayo metabólico        

Disponibilidad de oxígeno

Estudio de movilidad      

Estudio de auxotrofía

Fin experimental



Caracterización metabólica de microorganismos 



Clasificación de medios de cultivo

Medios diferenciales usados en pruebas metabólicas con microorganismos puros         

Medio de propósito 

general             
Medio diferencial             

Mezcla de 

microorganismos



Metabolismo de Lactosa: Medio Agar Mac Conkey

Caracterizaciones metabólicas

Lac +

Lac -

https://www.youtube.com/watch?v=yInQ9jApAlU

https://www.youtube.com/watch?v=yInQ9jApAlU


Metabolismo de lactosa:

Medio Agar Mac Conkey

Caracterizaciones metabólicas

Lac -

pptado

Lac +



Metabolismo de Manitol: Medio Agar Manitol Salado

Caracterizaciones metabólicas

Staphylococcus  

Manitol -

Staphylococcus
Maitol+

https://www.youtube.com/watch?v=kG1_Tf5Vpc0

https://www.youtube.com/watch?v=kG1_Tf5Vpc0


Pruebas de movilidad, metabolismo del azufre y triptófano: Medio SIM

Caracterizaciones metabólicas

1- Sin inocular

2- No movil

3- Movil

4- Productora

de H2S

A)

B)



Medio SIM

Caracterizaciones metabólicas

A)

B)     1         2

https://www.youtube.com/watch?v=u9cX8mZoh88

https://www.youtube.com/watch?v=u9cX8mZoh88


Caracterizaciones metabólicas



Oxigenación

Caracterizaciones metabólicas



Caracterizaciones metabólicas



Test de catalasa con H2O2

+         -

Caracterizaciones metabólicas

https://www.youtube.com/watch?v=SBmL2vg-IN0

https://www.youtube.com/watch?v=SBmL2vg-IN0


Fermentación/respiración de azúcares: Medio OF

Fermentación vs respiración

Control

sin inocular
O/F o F O No metaboliza

glucosa

https://www.y.outube.com/watch?v=8c5FGTvaKcE

https://www.y.outube.com/watch?v=8c5FGTvaKcE


Oxidación/Fermentación en S. cerevisiae



Caracterizaciones metabólicas

Producción de ácidos orgánicos.

e.g. Penicillium bilaiae solubilizador
de fósforo

La producción de ácidos orgánicos
viran el indicador y se observa
un halo claro alrededor de la
cepa en estudio cultivada
en medio Pikovskaya agar



• Amilasas en industria alimentaria: Modificación de la estructura del 

almidón/azúcares

– Reacción de clarificación: alfa-amilasa (generación de dextrinas)

– Sacarificación: glucoamilasa (generación de glucosa)

– Sacarificación: Beta-amilasa (generación de maltosa)

Amilasas



Amilasas



• Uso en detergentes con poder enzimático:

– Proteasas

– Amilasas

– Lipasas

Proteasas y Amilasas

Estas enzimas son agregadas a la

formulación del detergente con el fin de

degradar proteínas, azúcares y lípidos para

facilitar su solubilización y remoción.



Fosfolipasas

Un uso importante de fosfolipasas (principalmente PLA y 

PLC) es en el proceso de remoción de fosfolípidos del 

aceite crudo denominado “odegomado”



Test fosfolipasas

Test de Fosfolipasa C (PLC)

LBA - Yema de huevo

Diacilglicerol

(insoluble)



Test proteasas

Test de Proteasas

LBA - Leche

Halo claro = degradación de caseína



Test amilasas

Tinción con Lugol

• Siembra en medio de cultivo sólido

• Incubación para permitir el crecimiento

• Agregado de Lugol para evidenciar la 
presencia de almidón



Metabolitos Primarios y Secundarios

Sustrato de

crecimiento

Metabolito

Primario
Células

Las células y el metabolito se producen más o 

menos simultáneamente

Sustrato de

crecimiento

Metabolito

Primario
Células

Metabolito

Secundario

Después de producidas las células y el 

metabolito primario, las células convierten el 

metabolito primario en uno secundario

Productos 

Naturales:

Antibioticos



Género Streptomyces

Producen 55% ATB de uso medicinal

Incluyen: Policetónicos Macrólidos y 

Aromáticos, Peptidos de Síntesis no 

Ribosomal,     β-lactámicos, Policetónico-

NRPS hibridos, Cumarinas y Polipirroles.



Aislamiento Microorganismos de la Naturaleza: 

Identificación de características macroscópicas

Streptomyces 

coelicolor
- Colonias secas

- Adheridas al agar

- Pigmentación

- Formación de esporas



Método tradicional de Aislamiento 

de Productores de Productos Naturales 

Muestra

de suelo

- Optimizar 

crecimiento de 

microorganismos

- Ensayar contra 

cepas testigos

- Preparar extractos 

celulares

- Purificar compuesto 

activo

Ver animación Brock: Aislamiento de 

productores de antibióticos



- Test de inhibición en estría 

- Test de difusión en agar 

1 2 3

4 5

TP 2B (Dia 4)

Producción de Antibióticos



- Producción de amilasas

- Producción de proteasas

- Producción de lipasas

DÍA 5: Análisis

de los resultados

TP 2B (Dia 4)

Producción de Exoenzimas



Guía de Preguntas. TP 2- B
1) En la siguiente lista de sustancias, indique cuáles de ellas pueden servir como dadores 
de electrones y cuales pueden servir como aceptores de electrones: Fe2+, O2, CO2, NH4+, SO4

2-

, NO3-, NO2-, H2S, glucosa, CH4, Fe3+

2) En un experimento fue aislada una mutante de un organismo que tiene bloqueado el 
paso de acetaldehído a etanol. Este organismo no es capaz de crecer mucho tiempo 
anaeróbicamente, pero sí puede crecer si está el O2 presente. Dé una explicación 
bioquímica posible para esta observación. 
3) En la respiración anaeróbica el NO3- puede servir como aceptor de electrones. ¿A qué es 
convertido? 
5) Explique el propósito de incorporar azul de bromotimol al medio utilizado para estudiar 
oxidación-fermentación. 
6) ¿Cuál es la función de la sal ferrosa en el medio de SIM? ¿De dónde proviene el H2S 
formado en este medio? 
7) ¿Qué otra enzima además de la catalasa degrada al H2O2? ¿Qué microorganismos 
producen estas enzimas? 
8) Explique el efecto tóxico del O2 en los anaerobios estrictos. 
9) La enterobacteria Salmonella entérica posee la enzima tiosulfato reductasa que le 
permite respirar tiosulfato. Además, posee movilidad, es incapaz de metabolizar lactosa 
aunque puede crecer a partir de triptofano. Que resultados espera obtener si esta bacteria 
es cultivada en medios SIM y Agar Mac Conkey.



10) ¿Cuáles son las diferencias morfológicas (de las células y de las colonias) entre los 
géneros Bacillus y Streptomyces? 
11) ¿Qué ventajas le confiere la producción de “estados de arresto” (por ejemplo, 
endosporas por Bacillus, exosporas por Streptomyces, cistos por Azotobacter) en el suelo? 
12) ¿Qué ventajas confiere la producción de antibióticos en el suelo? 
13) ¿Qué ventajas confiere la fijación de nitrógeno atmosférico? 
14) ¿Cuál es el objetivo de realizar el shock térmico durante el aislamiento de bacterias del 
suelo? 
15) ¿Podría diseñar un medio de cultivo que le permita aislar todos los microorganismos del 
suelo de una sola vez? 
16) Algunas especies de Klebsiella pueden fijar nitrógeno, pero no lo pueden hacer cuando 
esta crece aeróbicamente.¿ Cuál es la razón para esto? 
17) ¿Qué tipo de microorganismos espera encontrar en una muestra de suelo seco como 
fuente de inóculo? 
18) ¿Qué tipo de microorganismo utilizaría como "testigo" para detectar bacterias de suelo 
productoras de antibióticos β-lactámicos? ¿Podría utilizar Saccharomyces cerevisiae? 
19) ¿Qué ventaja representa para los microorganismos tener exoenzimas? 
20) ¿Por qué los polisacáridos tales como almidón y glucógeno deben ser digeridos fuera de 
la célula y los disacáridos como sacarosa y lactosa pueden ser digeridos dentro de ella? 


