Microbiologia General
Problemas y cuestiones

Deducir la relacion que hay entre el tiempo de generacion (1) y la tasa de crecimiento
(1) de un cultivo a partir de las ecuaciones de crecimiento.

2.
Si partimos de 10* ufc/ml en un cultivo que tiene un tiempo de generacién de 2 h,
[cuantas cé€lulas tendremos al cabo de 4, 24 y 48 h de cultivo?

3.
Calcular el tiempo de generacion de un microorganismo en un cultivo que pasa de 2
x 10* ufc/ml a 7 x 10 ° ufc/ml en 2.5 h.

4.
Calcular la tasa de crecimiento (p, expresada en h™) de un cultivo bacteriano que pa-
sa de producir 3.0 g/l de proteina total a producir 10 g/l en 50 min.

5.

a.- La tasa de crecimiento de un cultivo bacteriano es p= 1.5 h'. Si partimos de una
poblacién inicial de 10? ufc/ml, ;Qué numero de bacterias por mililitro (ufc/ml) habra
después de un cultivo de 10 h?. ;Cuanto es el tiempo de generacion del cultivo?.

b.- Cuando finaliza el crecimiento del cultivo anterior porque se agota la fuente de car-
bono, se recogen las células de un litro de cultivo por centrifugacion y se pesan. La
biomasa recogida es de 3 g. Si el medio de cultivo tiene como unica fuente de carbono
el 4 g/l del aminoacido alanina (formula C;0,H7N) y consideramos la composicion ge-
neral de una célula como C4H;O,N, ;cuanto es rendimiento de la utilizacion de la alani-
na en este cultivo? y ;cuanto es el rendimiento de la utilizacion del carbono?.

¢.- En un experimento paralelo se ha podido determinar que el tratamiento de las células
del cultivo anterior a 70°C durante 30 min reduce el numero de viables de 10’ ufc/ml a
10* ufc/ml. Por otra parte, el tratamiento de dichas células a 75°C durante el mismo
tiempo produce una reduccion de 107 ufc/ml a 10% ufc/ml. Con estos datos, calcular el
tiempo de tratamiento a 120°C que es necesario aplicar a 100 ml del cultivo descrito en
el apartado "a" al cabo de las 10 h de cultivo para que el nimero de células viables
(ufc/ml) quede reducido a menos de 1 ufc/ml.

d.- ;En qué condiciones de aireacion debid realizarse el cultivo anterior?

6.

Una bacteria determinada tiene un tiempo de generacion de 20 min. a temperatura
ambiente en un alimento dado. Supongamos que partimos de una carga microbiana de
10% bacterias por gramo y mantenemos el alimento a temperatura ambiente durante 12
horas antes de someterlo a tratamiento térmico. Si el valor de Dgy = 15 min. y z = 20°C,
calcular el nimero de bacterias por gramo que sobreviviran a un tratamiento de cuatro
minutos de duracion igual a 120°C.
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7.
Calcular el tiempo de generacion de un cultivo a partir de los datos siguientes:

hora | 17% [17%]18%]19%[20% [21%[22%*[23%]01%° | 03%° | 05%° | 07°°
DOsso | 0.11 10.36[1.00| 2.8 [3.60| 42 | 45|47 49|50 |5.1|4.9

8.

Calcular el rendimiento de produccion de biomasa por gramo de carbono consumido
de un cultivo que produce 20 gramos por litro de células cuando utiliza como Unica
fuente de carbono una disolucion de glucosa al 10% (peso / volumen)

9.

Considerando que en una célula bacteriana tipica, el carbono representa el 50% del
peso seco y que la relacion entre la biomasa del cultivo y su densidad 6ptica es de 3.2
mg biomasa por unidad de DOssg, (cuales seran los rendimientos, medidos en términos
de la proporcion de carbono usado como nutriente que es transformado en carbono de
biomasa, de sendos cultivos de la bacteria anaerobia facultativa Escherichia coli que
alcanzan en fase estacionaria una densidad optica (DOssg) de 5.0 (crecimiento en condi-
ciones aerobias) y de 0.8 (crecimiento en condiciones anaerobias) usando, en ambos
casos, como unica fuente de carbono glucosa a una concentracion del 0.4 % pe-
so/volumen)?, ;A qué se deben las diferencias en el rendimiento?.

10.

En la tabla siguiente se indican las energias libres de formacion (G’) expresadas en
kJ mol™ para una serie de compuestos de interés biologico. Usando estos valores calcu-
lar el cambio de energia que tiene lugar en el proceso de sintesis de glucosa a partir de
CO, y agua y de combustion del metano.

Compuesto Energia libre de formacion
H,O -237.17
CO, -394.4

H, 0.00
0, 0.00
NH," -79.37
N,O +104.18
Acetato -369.4
Glucosa -917.22
CH4 -50.75
CH;0H -175.4

11.

El valor D120 para un microorganismo es de 3.0 minutos. Si tenemos una contami-
nacion inicial de 8 x 1012 células por gramo. ;Qué valor de contaminacién tendra la
muestra después de un tratamiento térmico a 120°C de 18 minutos?
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12.
Determinar el valor del tiempo decimal de termodestruccion a 116 °C (D116) de un
microorganismo a partir de los siguientes datos de supervivencia al tratamiento

Duraciéon  del Numero

tratamiento de viables
5 340.0
10 65.0
15 19.0
20 4.5
25 1.3

13.

Cuando el valor de D se calcula a 121.1°C (D;;.1) se denomina frecuentemente valor
Dr. Calcular el valor de F para un tratamiento de una conserva destinado a reducir en
un factor de 10'? el riesgo de presencia de esporas de Clostridium botulinum (Dr = 0.21
minutos).

14.
Explicar qué se deduce de los datos de la tabla siguiente en la que se someten dife-
rentes tipos de alimentos a tratamientos térmicos a distintos valores de pH.

Valor de D (min.)
pH Espagueti en salsa Macarrones con Paella
de tomate queso
4.0 0.128 0.127 0.117
4.2 0.143 0.148 0.124
4.4 0.163 0.170 0.149
4.6 0.223 0.223 0.210
4.8 0.226 0.261 0.256
5.0 0.260 0.306 0.266
6.0 0.491 0.535 0.469
7.0 0.515 0.568 0.550

15.
Para un microorganismo determinado el valor D;gps4 €s 113.0 min. y Dr es 2.3 min.
Calcular el valor z.

16.
Calcular el valor de Fy de un tratamiento térmico para una muestra sabiendo que Dy
=15min.yz= 18 °C.

17.

En un cultivo de un microorganismo en un fermentador, el numero de células por
mililitro aumenta 80x10° veces en 10 horas de cultivo antes de llegar a la fase estaciona-
ria. ;Cual es la tasa de crecimiento del cultivo?. ;Cual es el tiempo de generacion del
cultivo anterior?
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Una vez que el cultivo ha llegado a fase estacionaria, tomamos dos muestras de 10°
células cada una y las sometemos a un tratamiento térmico a 80°C durante 10 y 20 mi-
nutos. Al finalizar el tratamiento determinamos el numero de supervivientes y obtene-
mos 4x10” y 5x107, respectivamente. ;Qué significan estos resultados?

A fin de destruir térmicamente el microorganismo anterior determinamos que el va-
lor D;pp = 10 min y el valor z = 20°C. ;Cudnto tiempo serd necesario tratar a 120°C una
muestra de 100 ml de cultivo que contiene 10® células por mililitro para lograr 12 re-
ducciones decimales de la carga microbiana?.

Calcular el peso seco de células y estimar el peso fresco que obtendremos al recoger
un fermentador de 5 1 que contiene 5 gl de substrato sabiendo que Y;=0.4.

18.

Calcula el nimero de microorganismos viables por gramo de tierra teniendo en
cuenta que has resuspendido 25 g en 75 ml de agua de peptona, a partir de esta dilucion
madre has hecho 4 diluciones decimales (1 ml en 9 ml de agua peptona) y al sembrar en
placa 100 pl de cada dilucion, has obtenido 50 colonias en la tltima de las diluciones.

19.

Una muestra de 100 ml de leche conteniendo dos poblaciones bacterianas: (A) Lac-
tobacillus lactis y (B) Brucella abortus, se somete a un proceso de pasteurizacion alta
(72°C, 15 seg), tras el cual sobreviven 105 bacterias de la poblacion A y 10 bacterias de
la poblacion B. La muestra de leche se deja a 25°C durante 48 horas. Calcular: (1°) El
tiempo de generacion de Lactobacillus lactis a 25°C si después de las 48 horas tenemos
10" bacterias. (2°) El nimero de bacterias de la poblacion B (Brucella abortus) tras las
48 horas de incubacion si el tiempo de generacion es de 90 minutos. (3°) El namero de
bacterias totales en un mililitro de leche tras las 48 horas de incubacion

20.

Un cultivo bacteriano tiene 10° bacterias de una poblaciéon A, 10 bacterias de una po-
blacién B y 10° bacterias de una poblacion C. (1°) ;Cual sera la bacteria mas numerosa
si se incuba el cultivo durante 48 horas a 37°C y los tiempos de generacion son ta= 3
horas, tg= 90 minutos y tc= 30 minutos?. (2°) Calcula el tiempo de generacion (t) de
cada una de las poblaciones a 25°C si tras 48 horas de incubacion de la poblacion A
hay, 10" bacterias, de la poblacién B, 10'° bacterias y de la poblacion C, 10** bacterias.
(3°) (Como explicas los resultados del apartado B?.

21.

El tiempo de reduccion decimal de una bacteria dada en leche a 65° es de 20 minutos.
Cuando calentamos a 90°C una muestra que tiene 10° bacterias durante 10 minutos el
naumero de supervivientes es de 10”. Calcular: (1°) El valor Dy para dicha bacteria. (2)
El valor z para esa bacteria. (3°) El numero de supervivientes que esperamos después de
tratar en el autoclave a media atmdsfera (115° C durante 15 minutos) una muestra de un
litro de leche contaminada de dicha bacteria que contiene 8 x 10'? bacterias por mililitro

22.

El tiempo de reduccion decimal de una bacteria dada a 65° es de 18 minutos. Cuando
calentamos a 80°C una muestra que tiene 10® bacterias durante 15 minutos el numero de
supervivientes es de 107. Calcular: (1°) El valor Dy, para dicha bacteria. (2) El niimero
de supervivientes que esperamos después de tratar en el autoclave a media atmdsfera
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(115° C durante 15 minutos) una muestra de un litro de leche contaminada de dicha
bacteria que contiene 8 x 10'? bacterias por mililitro. (3°) El tiempo minimo de trata-
miento necesario para esterilizar una muestra de 10'° bacterias usando un autoclave que
trabaja a 120°C.

23.
(Por qué la temperatura 6ptima de cultivo de un microorganismo es mas proxima a
su temperatura maxima de crecimiento que a la minima?

24.

(Por qué pueden aislarse microorganismos termofilos en un ambiente frio (suelo o
agua fria) mientras que no pueden aislarse microorganismos psicréfilos en un ambiente
termofilo (fuentes termales, pilas de compostaje que hayan fermentado, etc.)?

25.

Cuando se prepara una lata de conservas se la somete a un tratamiento térmico para
evitar el deterioro de su contenido debido a microorganismos. Este tratamiento elimina
las bacterias psicrofilas y mesofilas pero no las termofilas; sin embargo, la conserva se
mantiene luego en buenas condiciones sin que se produzca deterioro causado por las
termofilas supervivientes. ;Como puede explicarse esto?.

25.

La divisién celular en Escherichia coli se produce en el momento en el que se ha
completado la replicacion del cromosoma bacteriano que, en el caso de E. coli, tiene
3.5x10° pares de bases. Considerando que la ADN polimerasa es capaz de copiar 3000
nucledtidos por segundo en cada hebra a 37°C, calcular cudl sera la densidad optica de
un cultivo de esta bacteria después de tres horas de incubacion a 37°C si la densidad
optica del in6culo es de 0.05.

26.

(Como variara la cantidad de proteina producida por un cultivo bacteriano si el nu-
mero de microorganismos por unidad de volumen evoluciona de una forma exponencial
equilibrada?.

27.

En dos tratamientos térmicos realizados a un bacteria se comprueba que la incuba-
cioén durante 20 minutos a 60°C es capaz de reducir el nimero de bacterias viables de
8x10” a 5x10* y que la incubacién a 80°C durante el mismo tiempo reduce el numero de
bacterias viables de 9x10° a 5x10* unidades por mililitro. ;Cual es el valor de z para esta
bacteria en estas condiciones de cultivo?

28.

Cuando se siembra en una placa con agar selectivo que contiene sales biliares una
muestra de bacterias el recuento es de 8x10 bacterias por mililitro. Si la siembra de la
misma muestra se realiza sobre agar comin con un medio inespecifico (LB o caldo de
carne) el recuento es de 5x10°. ;Qué conclusiones pueden sacarse de estos datos?
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29.

(Cual es el rendimiento de la utilizacién del carbono durante el crecimiento de un
microorganismo que usa como fuente de carbono glucosa, si cuando se cultiva en pre-
sencia de 4 miligramos por mililitro (mg/ml) de este azicar como fuente de carbono se
obtiene un peso seco de 2 mg/ml de bacterias. ;como se explica que el rendimiento sea
menor que la unidad?. (Considerar el peso molecular de C 12 y de O16 y que el peso del
carbono celular representa el 40% del peso seco de la bacteria).

30.

En un cultivo de Bacillus thuringiensis se hace un seguimiento del numero de bacte-
rias viables (columna 2) y del nimero de viables que se detectan después de un trata-
miento de 20 minutos a 60°C de las muestras (columna 3) a lo largo del tiempo (colum-
na 1). Los sobrenadantes de los cultivos (medio de cultivo al que se han eliminado las
células) se emplean para detectar la presencia en ellos de toxinas capaces de matar lar-
vas de insectos. (En qué muestras de las tomadas esperaremos encontrar mayor activi-
dad insecticida?

Tiempo de cultivo Viables Resistentes a
(horas) 20 min. a 60°C
0 0.10 x10° 0.10 x10*

1 0.15 x10° 0.20 x10*
2 0.20 x10° 0.25 x10*
3 0.50 x10° 0.25 x10*
4 1.00 x10° 0.25 x10*
5 2.00 x10° 0.30 x10"
6 2.50 x10° 1.00 x10°
7 2.60 x10° 1.00 x10’
8 2.55x10° 2.00 x10°

31.

Calcular la tasa de crecimiento de un cultivo de Escherichia coli que pasa de tener 10
ufeml™ a 2x10% ufe-ml™ en 12 horas de cultivo a 37 °C con aireacién (condiciones op-
timas de crecimiento).

El medio de cultivo usado en el apartado anterior tiene como unica fuente de carbono
glucosa en una concentracion del 0,4% (peso/volumen). En estas condiciones produce
en cultivo estanco 20 mg-ml” de células (peso fresco) al llegar a la fase estacionaria
causada por agotamiento de la fuente de carbono. ;Cudl es el rendimiento de la utiliza-
cion de glucosa por este microorganismo en estas condiciones?.

(Cual es la tasa especifica de consumo de glucosa por este microorganismo en estas
condiciones de cultivo?

Cuando la concentracion de glucosa en el medio es de solo 0,1 mgml™ (0.01 % pe-
so/volumen) la tasa de crecimiento de la bacteria es de p=0.7 h™'. ;Cual serd la tasa de
crecimiento del cultivo cuando la concentracion de glucosa sea de 0.05 mg-ml™?.

Supongamos que cultivamos la bacteria anterior en un fermentador continuo y que los
valores calculados en los apartados precedentes son igualmente validos para estas nue
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vas condiciones. Si el fermentador tiene un volumen de 10 I y opera con un flujo de
entrada de medio fresco de 12 I'h™'. ;Cual sera la concentracién de glucosa en el
efluente del fermentador en estas condiciones? (La composicion del medio de entrada es
la descrita en el apartado b de este problema, aunque este no es un dato relevante para la
solucion).

32.

El tratamiento térmico de la bacteria A durante 2 minutos a 120 °C reduce el nimero de
viables de 10® ufc'ml™ a 10*ufc-ml”. Calcular el tiempo de termodestruccion D .

La bacteria B tiene un valor Dgy de 1 min y queremos calcular el valor de D. Para ello
tratamos 10 ml de una muestra que contiene 10° ufc:ml™ durante 1 min 90 °C y el nime-
ro de supervivientes es de 107 ufc:ml™. Calcular el valor Dyag para la bacteria B.

Explicar a qué puede deberse la diferencia entre los valores Dy de las bacterias A y B.
Supongamos que la carga microbiana inicial de un alimento es de 10" ufc-ml” (bacteria

A)y 10" ufc-ml” (bacteria B). ;Qué tiempo de tratamiento a 120 °C serd necesario apli-
car a dicho alimento para que la carga al final del mismo sea menor de 10™'* ufc-ml™?

33.

El ntimero de U.F.C. por mililitro de un cultivo bacteriano dado es de 19x10°, sabiendo
que el recuento en la placa en la que se habian sembrado 10 microlitros es de 19, ;cual
es la dilucion que se ha considerado para el céalculo total?.




