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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ESPECIES BACTERIANAS AISLADAS DEL
CAMPO ESCUELA COLORADO Y SU PROYECCION EN EL APROVECHAMIENTO
BIOTECNOLOGICO DE RESIDUOS SOLIDOS URBANOS BIODEGRADABLES.*

AUTOR: BLADIMIR MORANTES **

PALABRAS CLAVE: RESIDUOS ORGANICOS, CARACTERIZACION BACTERIANA,
CARACTERIZACION BIOQUIMICA, BIODEGRADACION.

DESCRIPCION:

Introduccion: la produccion de grandes cantidades de residuos soélidos urbanos se consolida
actualmente como una de las mayores problematicas ambientales debido a su efecto negativo
sobre la atmosfera por emisién de gases producto de la degradacion de materia organica, la
contaminacion de cuerpos hidricos por mal manejo de las basuras y dafio paisajistico por la
improvisacion y mal manejo de rellenos sanitarios. En el Departamento de Santander, Colombia,
cerca del 65 % de estos residuos estan constituidos por materia organica la cual puede ser
aprovechable en la generacién de sustancias de valor agregado como biocombustibles, abonos,
polimeros y plasticos. Por este motivo, los Planes de Gestién Integral de Residuos (PGIR)
establecen la necesidad de buscar alternativas para el aprovechamiento de desechos en donde,
la degradacién microbiolégica, se convierte en una alternativa eficiente, de bajo costo y amigable
con el ambiente para la generacion de nuevos productos.

Objetivo: realizar la caracterizacion bioquimica de 25 cepas bacterianas aisladas en el
Departamento de Santander y a partir del analisis de sus perfiles metabdlicos y enzimaticos,
proyectar su posible utilidad en el aprovechamiento de residuos organicos

Metodologia: la caracterizacion bioguimica se realizd6 usando como sustratos medios de cultivo
de composicion definida y kits bioquimicos comerciales. Los resultados fueron tabulados y
organizados por grupo bacteriano y el analisis de proyeccion de utilidades se realiz6 mediante la
revision y andlisis bibliografico.

Resultados: Se seleccionaron 3 géneros bacterianos y se realiz6 la proyeccién de utilidades en el
aprovechamiento de residuos organicos.

* Trabajo de grado para optar al titulo de Magister en Quimica Ambiental
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Wellman Ribdn, Bacteriélogo, Magister

en Biologia
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ABSTRACT

TITLE: BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF ISOLATED BACTERIA SPECIES FROM
COLORADO SCHOOL FIELD AND ITS PROJECTION IN THE BIOTECHNOLOGY USE OF
BIODEGRADABLE SOLID URBAN WASTE.*

AUTHOR: BLADIMIR MORANTES**

KEY WORDS: ORGANIC WASTES. BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION, MICROBIAL
CHARACTERIZATION, BIODEGRADATION.

DESCRIPTION:

Introduction: the production of large amounts of municipal solid waste is now established as one
of the biggest environmental problems due to its negative effect on the atmosphere from emissions
produced by the degradation of organic matter, contamination of water bodies by mishandling
garbage and landscape damage improvisation and mismanagement of landfills. In the Department
of Santander, Colombia, about 65% of these wastes are composed of organic matter which can be
profitable in generating value-added substances such as biofuels, fertilizers, polymers and
plastics. Therefore, Plans of integral waste management (PGIR - for its acronym in Spanish)
establish the need to find alternatives for the use of waste where, microbiological degradation
becomes an efficient alternative, inexpensive and environmentally friendly for generating new
products.

Objective: To perform the biochemical characterization of 25 bacterial strains isolated in the
Department of Santander and the analysis of their metabolic and enzymatic profiles, to project its
potential usefulness in the use of organic waste.

Methodology: biochemical characterization was performed using growing media as means of
defined composition and commercial biochemical kits. The results were tabulated and organized
by bacterial group and the profit projection analysis was conducted by analyzing and reviewing the
literature.

Results: Three bacterial genera were selected and projected profits are made in the use of
organic waste.

*Master thesis
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Wellman Ribén, Bacteriélogo, Magister

en Biologia.
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INTRODUCCION

Campo Colorado (CC), perteneciente a la Empresa Colombiana de Petroleos
(ECOPETROL) S.A, se encuentra localizado en la cuenca del Valle Medio del
Magdalena, al sureste del Municipio de Barrancabermeja y al sur del Campo La

Cira.

— Infantas de Ecopetrol S.A, en jurisdiccién de los municipios de San Vicente de
Chucuri y Simacoéta, Corregimiento Yarima, del Departamento de Santander
(Colombia).

Desde el comienzo de su vida productiva en 1945, CC mantuvo una taza de
crecimiento constante, alcanzando en el afio 1961 la maxima produccion de 1771
barriles de petroleo por dia (BOPD). Durante la siguiente década, presentdé un
rapido decremento de su capacidad productiva debido a problemas mecanicos,
principalmente, el taponamiento de las lineas por acimulos de parafina, pasando
de producir 692 BOPD en 1976 a 47 BOPD en 1989 y una disminucién a 20
BOPD en los afios subsecuentes, dando por finalizada su vida productiva.

Referido a este contexto, en el afio 2006 con la firma del Convenio
Interadministrativo de Cooperacion Empresarial con fines Cientificos vy
Tecnolbgicos entre la Universidad Industrial de Santander — UIS y ECOPETROL
S.A, nace Campo Escuela Colorado (CEC), que se consolida en la actualidad
como la primera experiencia academia industria del sector petrolero nacional y

como un campo experimental para la formacion integral de futuros profesionales.

Entre sus fortalezas de trabajo e investigacion, cuenta con la linea estratégica

dedicada a la mejora de la produccidon, que promueve la generacion e
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implementacion de nuevas estrategias de inhibicibn y remediacion para la

formacién de depdsitos organicos e inorganicos.

Bajo esta directriz, durante los afios 2012 y 2013, el Laboratorio Mycobacterium
de la UIS y el Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular (GIEM) adscrito a
la UIS, desarrollaron el proyecto 8710, titulado “ldentificacion de microorganismos
con capacidad metabdlica sobre depdésitos organicos e inorganicos con fines de
optimizacion del aseguramiento del flujo en el Campo Escuela Colorado”, cuyo
objetivo principal, fue realizar el aislamiento e identificacion de microorganismos
presentes en muestras ambientales empleando técnicas microbiologicas
convencionales y moleculares que permitieran a corto y mediano plazo proyectar
alternativas biologicas de alta efectividad, facil manejo, bajo costo y minimo
impacto ambiental para la solucién de problemas en la industria petrolera,

especificamente, la remediacion e inhibicién de parafinas.

Como resultado de esta investigacion, se obtuvo un total de 30 aislamientos
microbianos entre los que se encuentran 25 cepas bacterianas tipificadas
molecularmente mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) de la region que codifica para la subunidad 16s del RNA ribosomal. Los
microorganismos identificados pertenecieron a los géneros bacterianos
Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Rhodococcus y Klebsiella entre otros, y
se encuentran en estado de criopreservacion en el cepario microbiolégico de

Mycobacterium Laboratorio de Investigacion.

Esta tipificacion molecular permite identificar con mayor exactitud diversos
géneros y especies bacterianos mediante la comparacion de regiones especificas
de un genoma desconocido con las secuencias genéticas reportadas y
almacenadas en el GenBank (base de datos del National Institute of Health

Estados Unidos). En contraposicion, dicha tipificacion no puede ser utilizada para
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obtener informacion sobre el comportamiento metabdlico del microorganismo
aislado, el cual es influenciado de manera directa por las condiciones

ambientales de su habitat.

Realizar la caracterizacion bioquimica y metabodlica de una cepa bacteriana
permite no solo establecer diferencias filogenéticas sino ademas, ampliar el
entendimiento de los procesos por los cuales la célula realiza la captacién de
nutrientes, la biosintesis de componentes celulares, sus procesos respiratorios, la

division celular y en general el mantenimiento de sus funciones vitales.

El presente trabajo de aplicacion tiene como finalidad caracterizar
bioquimicamente 25 cepas bacterianas aisladas del CEC empleando como
sustrato medios de cultivo de composicién definida los cuales permitiran
establecer los perfiles metabdlicos de estos microorganismos y con relacion a
esta informacion proyectar su posible aplicacion en el campo ambiental,
especificamente, en el aprovechamiento y reuso de la fraccion organica

biodegradable de residuos sélidos urbanos.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO) define residuo solido urbano
(RSU) como todo aquel generado en los centros poblacionales incluyendo:
desechos domésticos, aquellos creados por pequefias industrias, clinicas,
hospitales, mercados, barridos de calle y residuos que se encuentran dispuestos
en contenedores de basura (Martinez Arce, Daza, Tello Espinoza, Soulier Faure,
& Terraza, 2010).

La alta tasa de generaciéon de RSU se ha convertido en una de las principales
problematicas ambientales a nivel mundial. El incremento poblacional, el
desarrollo economico, los malos habitos de consumo y los cambios
sociodemogréficos han transformado las areas urbanas en grandes focos de
contaminacion que impactan negativamente los indicadores de salud publica,
afectando la calidad del aire por emisibn de gases de efecto invernadero
provenientes de la descomposicién de la materia organica, la calidad del agua por
vertimiento de desechos o lixiviados de las basuras y el aumento de vectores
como insectos y roedores, (Ipcc, 2007).

Para el afio 2012, se estim6 que a nivel mundial se generaron alrededor de 1,3
billones de toneladas de RSU y se prevé que para el 2025 esta cifra alcance un
aproximado de 2,2 billones de toneladas por afio, representando cerca de 1,42 kg
de desechos diarios por persona durante los proximos 15 afios (Kreith &
Tchobanoglous, 2002). La composicion de estos desechos depende de manera
directa de diferentes factores como la actividad econdmica, la cultura, las fuentes

de generacion de energia y las caracteristicas climaticas regionales entre otras.

A nivel global, los residuos solidos suelen estar representados en un 46 % por
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material organico, 17% papel, 10% plasticos, 5% vidrios, 4% metales y 18% de
otros materiales. Sin embargo esta distribucion es diferente para los paises en
via de desarrollo donde cerca del 60% de los residuos estan constituidos por

material organico (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012).

En Colombia, se considera que los residuos soélidos tienen una disposicion final
adecuada (DFA) cuando son recolectados por empresas prestadoras de servicio
en rellenos sanitarios, celdas de contingencia y plantas de aprovechamiento.
Segun esta definicion, en el afio 2012 se estimé una DFA equivalente a
7.585.000 toneladas, lo cual representa una generacién diaria de desechos
promedio de toneladas de residuos solidos en el territorio nacional
(Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) & Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Territorial (MADS), 2013).

A pesar de que estas cifras indicarian que cerca del 95% de los residuos tienen
una DFA, se conoce que en paises en via de desarrollo los sistemas de gestion de
RSU presentan numerosas dificultades entre las que podemos mencionar: el
sesgo de informacion (los datos de disposicion de RSU proviene en su mayoria
de los prestadores de servicio del sistema), carencia de herramientas de
medicion adecuadas para cuantificar los residuos recibidos, la falta de reporte de
realizacion de actividades de aprovechamiento, el manejo inadecuado de los
sitios disponibles para la disposicion final de los residuos y la falta de planificacion
para la recoleccion y transporte de los mismos (Ramirez-Vargas, Paredes, &
Guerrero, 2014).

En el Departamento de Santander, segun los datos proyectados Para el 2016 en
el Plan de Gestion Integral de Residuos Sélidos (PGIRS) el Area Metropolitana
de Bucaramanga generara 21.132,69 toneladas mensuales de residuos de las

cuales un 64% serian residuos biotransformables, 17% reciclables y el 19%
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materiales como escombros y residuos incinerables, los cuales incrementaran la
crisis sanitaria regional y dificultan la gestion de nuevos lugares para su DFA.

Por este motivo, las entidades gubernamentales nacionales y regionales
estipulan en los planes de desarrollo sostenible la necesidad de fomentar
estrategias de educacion encaminadas al uso racional de los recursos, mejorar
los h&bitos de consumo, participar activamente en campafias de reciclaje y
segregacion de los residuos y paralelamente articularse con el sector educativo e
industrial en la investigacion y desarrollo de alternativas que permitan el

aprovechamiento y redso de los residuos organicos
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2. JUSTIFICACION

Los residuos urbanos y agroindustriales estan constituidos por una gran fraccion
de material organico representando una alta disponibilidad de sustancias como
carbohidratos, lipidos y proteinas. Estas caracteristicas han permitido el
desarrollo de nuevas tecnologias orientadas a la generacion de fuentes renovables
de energia y otros productos de valor agregado a partir del uso de

microorganismos en un proceso denominado biorefinacion (Phuong et al., 2015).

La biorefinacién usa los procesos enzimaticos del metabolismo microbiano para
degradar sustancias de mayor complejidad estructural a compuestos de interés
comercial como combustibles, &cidos, solventes, surfactantes, polimeros y
plasticos. En general, los substratos contenidos en los residuos son hidrolizados
desde sustancias de alto peso molecular como almidén, amilopectinas y celulosa
hasta oligosacaridos y pequefios azucares fermentables como glucosa, maltosa,
fructosa y amilosa. Esta capacidad de realizar la ruptura especifica de enlaces y
capacidad realizar procesos de fermentacion dependeran de factores propios del
desecho como su humedad (porcentaje de agua), el tamafio de las particulas, la
superficie de contacto, temperatura entre otros y de manera directa de las
caracteristicas del factor biético como la diversidad bacteriana presente y sus
caracteristicas enzimaticas individuales y conjuntas dada la presencia de

consorcios microbhianos.

El Laboratorio Mycobacterium, cuenta con un cepario de microorganismos
aislados de ecosistemas terrestres y acuaticos provenientes de una zona
petrolifera del Departamento y esta constituido por bacterias de diferentes
géneros y especies tipificados molecularmente. Sin embargo, hasta el momento

se desconocen sus caracteristicas bioquimicas y enziméticas al igual que los
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productos intermedios y finales de su metabolismo.

Este trabajo de aplicacion se justifica en la necesidad de conocer las propiedades
bioquimicas de estas cepas bacterianas permitiendo establecer perfiles
metabdlicos de carbohidratos y compuestos nitrogenados los cuales consoliden
una primera fase para la generacion de futuras investigaciones orientadas al
aprovechamiento de residuos organicos usando microorganismos nativos del

Departamento de Santander.

Por otra parte, se espera que el balance costo beneficio de conocer las
capacidades metabdlicas propias de los microorganismos aislados en este
estudio, el descubrimiento de alternativas nuevas aplicadas a los procesos de
degradacion biologica de residuos y la obtencion de metabolitos secundarios
Utiles en otros procesos de la industria, se traduzca en la fase inicial de un
programa continuo de innovacion de procedimientos biologicos controlados,
estandarizados, utiles y auto sostenibles que generen un impacto positivo en el
ambiente y contribuyan a los procesos agro industriales de nuestro

departamento.

Finalmente, es importante resaltar que la planeacion, ejecucién y planteamiento
de una idea de investigacion amigable con el ambiente y potencialmente favorable
para el sector empresarial, se convierte en una experiencia transcrita en grandes
ventajas y amplio enriquecimiento del saber cémo profesional candidato a

Magister en Quimica Ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar la caracterizacion bioquimica de especies bacterianas aisladas del

Campo Escuela Colorado y proyectar su posible aplicacion en el

aprovechamiento de residuos sdlidos urbanos biodegradables.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Realizar la caracterizacion bioquimica fenotipica de 25 aislamientos
bacterianos empleando medios de cultivo orientados a la evaluacion de las vias

metabdlicas de carbohidratos y compuestos nitrogenados.

o Proyectar las capacidades metabdlicas de los aislamientos
bacterianos y su posible uso en el aprovechamiento de los residuos organicos.
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4. MARCO TEORICO

4.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA BACTERIANA

Se conoce como fenotipo, toda propiedad o caracteristica observable que se
pueda relacionar directamente con la capacidad de crecimiento celular. Estas
propiedades tienen en comun ser facilmente valorables y medibles sin la

necesidad de técnicas o equipamiento de alto costo (Bochner, 2009).

El estudio del fenotipo microbiano, parte de las primeras observaciones
microscopicas realizadas a mitad del Siglo XVII por Antonie van Leeuwenhoek,
quien describi6 de manera gréfica, las caracteristicas morfolégicas de
microorganismos en su habitat natural y las influencias del ambiente sobre las
mismas, proporcionando asi, no solo las primeras descripciones bacterianas, sino
también, los primeros estudios que mas adelante se conoceria como ecologia
microbiana (Madigan, Martinko, & Parker, 2003).

Durante los Siglos XVIII y XIX, los notables trabajos cientificos de Louis Pasteur
en los procesos fermentacion fomentaron el desarrollo de la microbiologia de
alimentos y las técnicas de cultivo axénico de Robert Koch permitieron evaluar la
funcion de los microorganismos como agentes causantes de enfermedad, donde
la valoracion de las caracteristicas macroscépicas y microscépicas bacterianas,
jugaban un rol crucial en la identificacién presuntiva de agentes infecciosos. Fue
hasta comienzos del Siglo XX, cuando los trabajos de los neerlandeses L.E den
Dooren de Jong y Martinus Beijerinck determinaron que las bacterias podian ser
distinguidas mediante ensayos de crecimiento empleando diversas fuentes de
Carbono y Nitrogeno, dando paso a los primeros experimentos con cultivos
enriquecidos (Atlas & Bartha, 2001).
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El desarrollo de técnicas de aislamiento, cultivo y tincion de microorganismos
conllevaron a la publicacion del Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
en 1923, permitiendo a la comunidad cientifica la revision y organizacion
sistematica de caracteristicas fenotipicas bacterianas. La informacion actualizada
y recopilada en el manual Bergey’s sigue en uso en el Siglo XXI y se consolida
como la fuente bibliografica de primera mano para la identificacion fenotipica de

especies bacterianas (Bochner, 2009).

Las bacterias son microorganismos capaces de vivir en casi cualquier ambiente
del planeta donde encuentren fuentes de nutrientes esenciales como Carbono,
Nitrégeno, Oxigeno, Azufre, Fosforo e Hidrogeno para el desarrollo de sus
actividades metabdlicas y respiratorias. Por esto, las caracteristicas del
crecimiento bacteriano y por ende las caracteristicas fenotipicas, dependeran de
manera directa de las condiciones ambientales como la fuente de obtencion
de nutrientes (naturales, artificiales, toxicas, etc.), temperatura, humedad,

presiony pH entre otras (Das & Chandran, 2011).

La observacién, caracterizacion y medicién de estas variaciones fenotipicas,
comprende la respuesta a tres necesidades basicas. La primera, obtener datos
reales detallados de los cambios morfolégicos y estructurales que sufren los
organismos bajo condiciones experimentales controladas, permitiendo la
organizacion sistémica de la informacion y generar modelos computacionales que
permitan simular y predecir el comportamiento de los sistemas celulares. La
segunda, es la necesidad de describir fenotipicamente los microorganismos con
fines taxondmicos, componente que ha experimentado grandes avances gracias
al desarrollo de las ciencias gendomicas y las tecnologias de secuenciacion
masiva, permitiendo no solo describir miles de nuevas especies bacterianas y la

reorganizacion taxonémica de las ya conocidas, si ho también, realizar estudios
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de asociacidén génica con la expresion fenotipica (Bochner, 2009).

Finalmente, la tercera necesidad, la cual hace parte del objetivo del presente
trabajo, es el abordaje desde la fisiologia microbiana. Las caracteristicas
fisiolégicas medibles permiten realizar la diferenciacion de especies bacterianas,
identificar sus principales funciones y ampliar el entendimiento de los procesos
por los cuales la célula realiza la captacion de nutrientes, la biosintesis de
componentes celulares, sus procesos respiratorios, la division celular y en

general el mantenimiento de sus funciones bioquimicas.

4.2 MORFOLOGIA BACTERIANA

Las bacterias se caracterizan por ser microorganismos procariotas de tamafnos y
tipos morfoldgicos distintos, caracteristica conocida como pleomorfismo. Su
cualidad de crecer en forma de colonias, permite distinguir las diferencias entre
colores, tamafios y texturas propias de cada género, lo que favorece la
practicidad en su identificacion a partir de una observacion macroscépica inicial
(Willey, Sherwood, & Woolverton, 2008).

4.3 CARACTERIZACION MACROSCOPICA

La colonia, es el término que define la agrupaciébn de bacterias que se
reproducen a partir de una unidad formadora de colonia (UFC) sobre un medio de
cultivo solido. En general, estos microorganismos logran constituir una
agrupacion bacteriana caracteristica de su género de acuerdo a los nutrientes
disponibles en el medio de cultivo y condiciones ambientales controladas como la

temperatura, pH, salinidad y atmésfera (disponibilidad de Oxigeno).
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Dichas caracteristicas de la colonia, suelen ser suficientemente estables en
cultivos puros y permiten realizar una primera clasificacion y orientar los
procedimientos de diagndstico. Una vez culminada el tiempo o periodo de
crecimiento, una colonia pude evaluarse de acuerdo a su color; forma (circular,
puntiforme, irregular o rizoide); a su grado de elevacion sobre el medio de cultivo
(lana, convexa o elevada) color, textura, opacidad, forma del borde, pigmentacion,
y presencia de actividad metabdlica sobre un componente especifico del medio.

(Vargas Flores & Kuno Vargas, 2014).

4.4 CARACTERIZACION MICROSCOPICA

La observacion y analisis de las caracteristicas microscépicas de un organismo
son parte fundamental del que hacer del microbidlogo. Existen diferentes tipos de
técnicas de microscopia que varian de acuerdo a su capacidad de aumento y

resolucién y al tipo, contraste y cantidad de luz o energia usada.

La microscopia 6ptica utiliza luz visible como fuente de iluminacién permitiendo
observar estructuras no inferiores a 0,2 micrometros sobre un fondo claro. Este
tipo de microscopia es el mas ampliamente usado debido a su bajo costo y facil

manejo.

Usando microscopia Optica, las bacterias pueden clasificarse como: células
esféricas conocidas como cocos, bacterias alargadas conocidas como bacilos y

aguellas que presentan forma espiraladas denominadas espirilos.

Los cocos, presentan una morfologia redonda y pueden ser clasificados de

acuerdo a su agrupacion como diplococos, tétradas, sarcinas o cadenas.
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Los bacilos, a diferencia de los cocos, son un grupo heterogéneo debido a su
variacion morfolégica en términos de longitud, forma, grosor o incluso, disposicion

de sus extremos.

4.5 TECNICAS DE COLORACION

Las bacterias son por naturaleza células incoloras que requieren para su estudio
microscépico recomendable, tinciones que mejoren su contraste y visibilidad,
convirtiéndose en un procedimiento indispensable en el proceso de identificacion
bacteriana (Tortora, Funke, & Case, 2007).

Las coloraciones de uso general pueden ser simples, diferenciales o especiales.
Dentro de la primera categoria se enlistan coloraciones como el azul de metileno,
que permite distinguir de manera general la presencia de bacterias y su

morfologia celular.

Las coloraciones de Gram y Ziehl Nielseen, se catalogan como coloraciones
diferenciales y ademas de proporcionar color a la célula, acttan de tal manera
gue sus constituyentes se unen o aportan propiedades especificas segun las
caracteristicas morfolégicas del microorganismo. La coloracion de Gram es la
coloracion mas utilizada en laboratorios de investigacion y laboratorios clinicos
con servicios asistenciales debido a que su interpretacion, permite clasificar las
bacterias de acuerdo a diferencias constitutivas de su pared celular; en
Gram positivas si toma color azul violeta o Gram negativas si el color varia de
rosado a rojo. Las tinciones especiales permiten distinguir estructuras mas
definidas de la célula como la capsula, el nucleo, los flagelos, los esporas, entre
otros (Forbes, 2009).
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4.6 NUTRICION BACTERIANA

Como ya se mencioné anteriormente, las bacterias son microorganismos capaces
de realizar reacciones quimicas para la obtencion de sustancias esenciales o
sintesis de estructuras especificas. Estas reacciones quimicas son conocidas
como metabolismo, y como resultado de esta actividad metabdlica se obtendré el

crecimiento bacteriano.

Las células bacterianas, ademas de utilizar compuestos organicos que sirvan
como fuente de carbono para su metabolismo, precisan la degradacion de
nitratos y amoniaco como fuente de Nitrégeno. Ambos compuestos son
fundamentales en la obtencién de energia y hacen parte de las reacciones
bioguimicas necesarias para la constitucion de proteinas, acidos nucleicos y la
elaboracién de nuevo material celular. Otros macro nutrientes como el Fosforo,
Azufre, Potasio, Magnesio, Calcio y el Sodio constituyen un aporte estructural y
funcional indispensable en el desarrollo de las células bacterianas. Su manera de
interaccién con la célula depende de su disponibilidad en la naturaleza y del
metabolismo bacteriano que regula su consumo. El Hierro por su parte, es un
elemento fundamental en el proceso de respiracion celular y su ausencia en
ambientes especificos, limita la capacidad de infeccién y patogenicidad de

algunos géneros bacterianos.

Los micronutrientes son metales que se requieren en menor proporcion
comparados con los macronutrientes. EI Cromo, Cobalto, Cobre y el Magnesio
entre otros, desempefian un papel importante en la funcién estructural de las
enzimas y por lo tanto, intervienen directamente en los procesos de catalisis
celular. Similar a los micronutrientes, los factores de crecimiento son
generalmente vitaminas, aminoacidos, purinas y pirimidinas, necesarios solo para

algunas células procariotas. La tiamina, la biotina y la piridoxina son las vitaminas
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utilizadas con mas frecuencia, debido a que gran parte de los microorganismos
con requerimientos nutricionales complejos, responden de manera favorable a su
presencia en los medios de cultivo empleados para su crecimiento (White,
Drummond, & Fuqua, 2011).

4.7 ENZIMAS Y ENERGIA

Independientemente de su nutricion, todos los microorganismos deben ser
capaces de obtener energia y almacenarla en forma de ATP para desarrollar las
actividades inherentes a su supervivencia. Los compuestos bioquimicos
necesarios para su obtencion deben estar disponibles en el ambiente y listos
para ser metabolizados. La energia de activacion, es definida en microbiologia
como la energia necesaria para hacer que todas las moléculas de una reaccion
guimica se encuentren en un estado reactivo. Sin embargo, algunas reacciones
que ocurren de manera espontanea en los organismos vivos no transcurren a

una velocidad adecuada sin la presencia de catalizadores.

Para lo anterior, las enzimas, son consideradas catalizadores que actlan sobre
las reacciones biologicas, incrementan la velocidad de reaccién sin consumirse ni
interferir con la energia de activacidén y se caracterizan por su especificidad. Esto
quiere decir que, la accion de cada enzima tiene su lugar sobre un tipo de
reaccion quimica o sobre una clase de reacciones estrictamente concernidas
(Russell, 1995).

4.8 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son considerados sustancias nutritivas empleadas en el
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laboratorio para favorecer el crecimiento de los microorganismos. Los medios
definidos estan constituidos por cantidades precisas de elementos organicos e
inorganicos disueltos en agua destilada lo que permite conocer de manera exacta
su composicion. Por el contrario, los medios de cultivo no definidos se preparan
con sustancias nutritivas de facil alcance como levaduras y extractos de carne,
disponibles comercialmente y féaciles de disolver. Diferente a los medios
definidos, al finalizar la preparacion del medio, su proporcion y composicion son

desconocidas.

Dado lo anterior, también es posible determinar la capacidad biosintética de una
bacteria puesta en crecimiento en un medio simple definido. A manera de
ejemplo, una bacteria capaz de sintetizar componentes celulares y multiplicarse
en un medio con una sola fuente de carbono disponible, se cataloga como un
microorganismo con una capacidad biosintética Optima. En contraposicion, una
bacteria incapaz de crecer en un medio simple definido y que requiere factores de
crecimiento para alcanzar su desarrollo, constituye un microorganismo con
requerimientos nutricionales complejos y por lo tanto, una capacidad biosintética
limitada. De esta manera, conocer sus exigencias metabdlicas permite predecir
con mayor precision un conjunto de ingredientes nutricionales adecuados para la
preparacion de un medio de cultivo que busca favorecer su crecimiento
(Koneman & Allen, 2008).

4.8.1 Pruebas y medios de cultivo convencionales para la caracterizacion

bioguimica bacteriana
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4.8.1.1 Enzimas asociadas a larespiracion.

-  Prueba de Oxidasa

Determina la produccion de alguna de las enzimas citocromo c oxidasas las
cuales median el traspaso de electrones al Oxigeno (aceptor final) formando como
producto agua. Estos citocromos son propios de bacterias aerobias o anaerobias
facultativas, es decir, organismos capaces de desarrollarse y crecer en la

presencia de Oxigeno (Surhone, Timpledon, & Marseken, 2010).

- Pruebade la catalase

Evalla la presencia de la enzima catalasa, la cual descompone peréxido de
Hidrogeno en agua y Oxigeno. El peroxido, producto oxidativo de la degradacion
de azucares, es un compuesto que produce alta toxicidad y muerte celular. Esta
enzima se encuentra en bacterias aerobias o anaerobias facultativas que poseen

citocromos (Surhone et al., 2010).

4.8.1.2 Caracterizacién de uso y vias metabdlicas de carbohidratos.

- Agar hierro triple azucar (TSI)

Medio de cultivo diferencial que tiene como fin evaluar la fermentacion de
hidratos de carbono y la produccion de acido sulfhidrico. Este medio contiene
glucosa en una concentracion de 0,1%, lactosa y sacarosa en concentracion del
1%. ElI medio evalla la capacidad del microorganismo de fermentar
exclusivamente la glucosa o la capacidad de usar ademas la lactosa y/o sacarosa

generando o no CO2 y H2.

30



Estos procesos de fermentacion se producen por via aerébica en el pico de flauta
del medio de cultivo o por via anaerébica en el fondo del tubo. El catabolismo de
la glucosa se da inicialmente en el ciclo anaerobico de Embden-Meyerhof,
resultando en la formacion de acido piravico, intermediario que posteriormente
entrara al Ciclo de Krebs en las bacterias aerobias o anaerobias facultativas

obteniendo como producto final CO2, agua y energia.

La fermentacion de disacaridos permite inferir la formaciéon de productos
intermediarios y la accion de enzimas especificas como la B-galactosidasa,

necesaria en la degradacion de la lactosa.

El proceso metabodlico anaerébico de la glucosa a través del Ciclo de Embden-
Meyerhof permite predecir que la bacteria tendra como productos finales estables
acido lactico u otros acidos organicos, ademas de aldehidos, alcoholes y CO2

(Cappuccino & Sherman, 2013).

- Agar citrato de Simmons

Permite evaluar la capacidad de un microorganismo de usar el citrato como Unica
fuente de carbéno. El metabolismo del citrato realizado por algunas bacterias se
realiza por el Ciclo de Krebs y requiere el desdoblamiento del citrato por la
enzima citritasa (citrato-oxalacetato-liasa o citrato desmolasa). La enzima requiere

un cation bivalente como el Magnesio o Manganeso.

La citritasa actia sobre el citrato produciendo acido oxalacetico y acetato;
productos que son convertidos enzimaticamente a piruvato y dioxido de carbono.
Durante esta reaccion el medio comienza a alcalinizarse por el CO2 que se
genera, el cual se combina con el agua y el sodio para formar carbonato un

producto alcalino, este carbonato da la alcalinidad que produce el cambio de
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color del indicador de pH del medio de verde a azul prusia oscuro (indicador: azul
de bromotimol, amarillo a pH< de 6.0 y azul a pH > de 7.6) (MacFaddin, 2003).

- Prueba del rojo de metilo- Voges Proskauer

La utilizacion de rojo de metilo como indicador de pH permite medir la capacidad
de los microorganismos de generar y mantener estables los productos acidos de

la fermentacion de la glucosa.

Diferentes microorganismos, producirdn diferentes concentraciones de
hidrogeniones debido a variaciones en las enzimas que participan en el
metabolismo del &cido pirtvico. Aquellos microorganismos catalogados como rojo
de metilo positivo, mantendran constante la produccién de acidos después de 2 a
5 dias de incubacion, generando como resultado un pH bajo terminal (4 o

menos), sobrepasando el sistema amortiguador de fosfato.

Las bacterias rojo de metilo negativo, produciran de igual manera acidos con una
producciéon menor de hidrogeniones que produciran una reversion del medio de

cultivo hacia la neutralidad.

Por debajo de un pH de 6,3 el acido acético es convertido a acetoina y 2,3-
butaneldiol, productos finales neutros de la degradacion de glucosa en
condiciones aerobicas, determinados en el Test de Voges-Proskauer (Dart &
Services, 1996).

-  Prueba del malonato

Determina la capacidad bacteriana de usar el acido malénico como Unica fuente
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de carbono al ejercer inhibicion en el proceso de oxidacion del &cido succinico

inactivando la enzima succinato-deshidrogenasa.

Este proceso conduce a una acumulacion de acido succinico, interrumpe el Ciclo
de Krebs y la produccion de energia, ocasionando la muerte a las
bacterias incapaces de utilizar el malonato como fuente de carbono en sus

procesos metabdlicos.

- Reacciones de Oxido / Fermentacién

Las pruebas de Oxido/ Fermentacion (OF) permiten determinar el metabolismo
energético de un microorganismo. El ensayo realizado en tubos abiertos
proporciona un ambiente aerobio y da lugar al mecanismo de oxidacion o
respiracion. Contrario a lo anterior, el uso de tubos sellados generalmente con
parafina, proporciona un ambiente anaerobio dando lugar al proceso de
fermentaciéon. De igual manera, pueden emplearse varios carbohidratos como
sustrato principal de la reaccion, entre los mas frecuentes la glucosa, la lactosa y

la sacarosa.

Las bacterias aerobias y oxidativas inoculadas en el tubo abierto, metabolizan la
glucosa convirtiéndola en CO2, por lo cual el viraje del indicador (azul de
bromotimol) a un pigmento amarillo por la presencia del acido, se empieza a
evidenciar en la superficie del medio. Aquellas bacterias sembradas en el tubo
cerrado no tienen la capacidad de metabolizar el sustrato en ausencia de oxigeno

y el color del medio permanece azul-verdoso.

Las bacterias fermentadoras pueden metabolizar la glucosa en ambos tubos de
ensayo. El viraje de color azul-verdoso a amarillo se observa notoriamente en el

tubo cerrado dadas las condiciones Optimas de anaerobiosis y se observa en el
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fondo del tubo abierto.

Las bacterias incapaces de metabolizar la glucosa no producen viraje del
indicador de color azul verdoso en el tubo cerrado. Sin embargo, en condiciones
aerobias, algunas de estas bacterias son capaces de metabolizar la peptona
presente en el medio de cultivo, originando aminoacidos que alcalinizan el medio
y producen una coloracion azul mas intensa que la observada en el tubo
cerrado(Koneman & Allen, 2008).

4.8.1.3 Caracterizacién de wuso y vias metabdlicas de compuestos

nitrogenados

- Agar hierro-lisina (LIA)

En principio, este medio de cultivo permite medir la capacidad enzimatica de un
microorganismo para producir enzimas decarboxilasas, desaminasas y la

produccién de H2S.

Las carboxilasas permiten atacar un aminoacido (lisina) en su extremo carboxilo,
dando lugar a la formacion de aminas, diaminas y CO2 generando alcalinidad en
el medio de cultivo en condiciones anaerdbicas. Las desaminasas permiten
la extraccion del grupo amino de la lisina para formar un cetoécido en
condiciones oxidativas y la produccion de H2S esta mediada por la capacidad del
microorganismo de metabolizar las sales de hierro (Brooks, Butel, & Morse,
2007).

- Agar sulfuro-indol-motilidad (SIM)

La siembra en agar SIM tiene como objetivo principal determinar la habilidad del
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microorganismo de realizar la desaminaciéon reductiva del triptéfano generando
indol, acido pirdvico, amoniaco y energia. La reaccion esta catalizada por la
enzima triptofanasa que ataca la molécula de triptéfano en su cadena lateral sin

alterar su anillo aromatico.

El acido piravico generado sera metabolizado via glucolisis o Ciclo de Krebs y el

amoniaco usado en el anabolismo de aminoacidos.

Las cepas moviles podran ser detectadas en el medio por turbidez cercana al
sitio de puncién de la siembra y la produccién de H2S seréd observable por la
produccion de un precipitado negro a partir del tiosulfato presente en el medio
(MacFaddin, 2003).

- Pruebade reduccién de nitrato

Permite determinar la capacidad de un microorganismo de reducir el nitrato en
nitritos o Nitrégeno libre. Este proceso de reduccion se da bajo condiciones
anaerodbicas y puede generar como productos, nitritos, nitrdgeno molecular, éxido
nitroso, o6xido nitrico, amoniaco o hidroxilamina. La formacion de un producto u
otro dependera de la especie bacteriana que metabolice el nitrato (Cappuccino &
Sherman, 2013).

- Prueba de la fenilalanina-desaminasa (PPA)

Esta prueba permite determinar la capacidad enzimética bacteriana para realizar
la desaminacion oxidativa del aminoacido aromatico fenilalanina generando como
producto un cetoacido (acido fenilpirGvico) y amoniaco libre. Esta prueba permite
evidenciar el catabolismo de compuestos nitrogenados organicos y su

mineralizacion a nitrégeno inorganico.
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- Pruebadela urease

La ureasa es una importante enzima asociada con la descomposicion de
compuestos organicos a nivel extracelular. La reaccion de la ureasa permite
determinar y diferenciar los microorganismos con capacidad de hidrolizar la urea
formando dos moléculas de amoniaco que posteriormente puede ser fijado y
convertido en compuestos nitrogenados organicos por la via metabodlica del

glutamato o la glutamina.
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5. ASPECTO METODOLOGICO
5.1 MATERIALES
- Cepas bacterianas
Durante la realizacion de este trabajo se usaron las cepas bacterianas
pertenecientes a la coleccion biolégica del CEC las cuales se encontraban
preservadas a -70 °C en el cepario de Mycobacterium Laboratorio de
Investigacion, las cepas se encuentran identificadas y codificadas segun la

informacion relacionada en la tabla 1:

Tabla 1. Codificacion e identificacion molecular cepario CEC.

Cadigo Identificacion molecular
w67-1 Pseudomonas balearica OAct420
w67-2 Exiguobacterium acetylicum QD-3
w01-1 Pseudomonas aeruginosa PAO1
wo01-2 Staphylococcus sciuri
A02-3 Acinetobacter radioresistens WC-A-157
wp67-1 Klebsiella pneumoniae M-Al-2
wp67-2 Pseudomonas aeruginosa
wp67-3 Stenotrophomonas maltophilia
G23-1 Aeromonas taiwanensis
G23-2 Pseudomonas nitroreducens
G23-3 Pseudomonas sp.
G23-4 Klebsiella pneumoniae
G24-1 Pseudomonas aeruginosa
G24-2 Pseudomonas aeruginosa AMAAS226
G24-3 Bacillus mycoides C2
G24-4 Pseudomonas sp.
GH24-1 Klebsiella pneumoniae K30
GH24-2 Acinetobacter radioresistens
Amb23-1 Paenibacillus hunanensis FeL05
Amb23-2 Klebsiella pneumoniae EH73
Amb23-3 Microbacterium ginsengisoli
Amb23-4 Paenibacillus bacterium
Amb24-1 Acinetobacter radioresistens WC-A-157
Amb24-2 Brevibacterium sp.
Amb24-3 Rhodococcus corynebacterioides
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- Cepas de referencia

Durante el montaje y desarrollo del estudio se usaron como controles de calidad
para los medios de cultivo las cepas de referencia provenientes de aislamientos
clinicos de Escherichia coli, Psudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y

Bacillus subtilis pertenecientes al cepario de la EM-UIS.

- Sustratos

Se usaron como sustratos medios de cultivo (In house) de composicion definida 'y
sustratos bioquimicos y enzimaticos comerciales deshidratados BBL Crystal E/NF

ID y BBL Crystal GP ID de la casa comercial Becton Dickinson.

Tanto los sustratos in house como los comerciales tienen como fundamento la
utilizacidon de sustancias especificas presentes en el medio, las cuales al
exponerse a un inoculo del microorganismo y ser sometidas a un periodo de
incubacion permiten la deteccibn de enzimas utlizadas en los procesos
metabodlicos. Estas reacciones de fermentacion, oxidacién, reduccion,
degradacion o hidrolisis, son facilmente observables gracias a la utilizacion de
sustancias cromégenas o fluorescentes que detectan cambios en el pH o la union

de metabolitos intermedios o finales a diferentes sistemas indicadores.
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Figura 1. Sistema BBL Crystal Enteric/No fermenter, Becton Dickinson

Los medios de cultivo in house fueron elaborados de acuerdo a los parametros
establecidos en los protocolos del manual de preparacién de medios de cultivo de

la Escuela de Microbiologia-UIS y se encuentran relacionados en el anexo 1.

Figura 2: Medios de cultivo de fabricacion in house

- Medios de cultivo
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Se usaran placas de Agar Luria Bertani elaborados segun el manual de
preparacion de medios de cultivo de la EM-UIS (ver anexo 1) para la reactivacion
y repique del cepario hasta garantizar sus condiciones de pureza y placas de

Agar MacConkey para la clasificacion de bacterias Gram negativas.

Figura 4. Agar Luria Bertani
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5.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacién se describen las etapas y actividades que se realizaron durante el

desarrollo de este trabajo:

5.2.1 Fasel.

Durante la primera fase de este trabajo se realizaron las siguientes actividades,
las cuales estaban orientadas al cumplimiento del primer objetivo especifico.

5.2.1.1 Actividad 1: restablecimiento de la coleccion bioldgica.

a) Descriopreservacion escalonada

Se realiz6 la descongelacion escalonada del cepario CEC segun los parametros
establecidos en el protocolo de procedimientos de Mycobacterium Laboratorio de
Investigacion de la EM- UIS, pasando las cepas de congelacion a -70°C a -20° C
por una hora, 4°C durante un periodo de 30 minutos y finalmente a temperatura
ambiente por 15 minutos. Posteriormente se sembraron 100 microlitros de in6culo
en placas de agar nutritivo realizando extensién sobre la placa con asa de
drigalsky con el fin de evaluar la viabilidad de la cepa. Las placas fueron
incubadas a 28 °C y se verificO que se presentara crecimiento a las 18, 24 y 48

horas posteriores.

b) Verificacion de pureza de las cepas

De los cultivos iniciales se realizaron repiques por estriamiento en placas de agar

41



nutritivo y se incubaron nuevamente a 28°C verificando crecimiento a las 18, 24 y
48 horas.

Cumplido el tiempo de incubacion se verificd la presencia de un solo tipo de
colonia en el cultivo realizando observacion en el estereoscopio. Estos dos
criterios (tiempo de incubacioén y un solo tipo de morfologia) se tomaron como
indicadores para proseguir al procedimiento de caracterizacion macroscoépica y
microscopica. En caso de presentarse contaminacion de la cepa se procedié a
realizar la descriopreservacion de un nuevo vial hasta garantizar la pureza del
cultivo. De observarse nuevamente la presencia del contaminante, se realizaria el

aislamiento de las colonias hasta garantizar la completa pureza del cultivo.

5.2.1.2 Actividad 2: caracterizacion morfoldgica.

Una vez garantizadas las condiciones de pureza se prosiguid a realizar la

evaluacion de las siguientes caracteristicas:

a) Caracterizacion macroscopica:

Se realiz6 la observacion de las cajas de agar nutritivo en estereoscopio y se

evaluaron los siguientes parametros:

. Color

. Tamano: diametro en milimetros (mm).

. Forma: puntiforme, circular, filamentosa, ameboide, alargada o fusiforme.
. Elevacion: plana, elevada, convexa, pulvinada y umbonada.

. Borde: entero, ondulado, lobulado, flamentosa, enrollado o festoneado.

. Superficie: lisa o rugosa.
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. Densidad: transparente, opaca.

= Consistencia: butirosa o blanda, dura o friable

b) Caracterizacion microscopica:

Para la evaluacién de las caracteristicas microscopicas se realizaron tincion de
Gram y coloracion con verde de malaquita para la observacion de endosporas

segun los protocolos descritos en el anexo 2.

Realizadas las coloraciones se evaluaron las siguientes caracteristicas:

. Morfologia: cocos, bacilos o cocobacilos.
. Tincion de Gram: positivo 0 negative.

. Tincion verde de malaquita: presencia y posicién de la endospora.

5.2.1.3 Actividad 3: Caracterizacion bioquimica. Para la realizacién de la
evaluacion bioquimica se repicaron previamente las cepas teniendo en cuenta el

tiempo y las condiciones Optimas de crecimiento evaluadas en la Actividad 1.b.

Para la inoculacion de los medios solidos o semisdlidos se usaron de 1 a 2
colonias jovenes directamente de una placa de agar nutritivo. Para la inoculacién
de los medios deshidratados se prepar6é a partir de un cultivo solido una
suspensién bacteriana en fluido de inoculo (FI) BBL Crystal, depositando varias
colonias y agitando en agitacion mecanica de 10 a 15 segundos hasta alcanzar
una turbidez equivalente al patron 0,5 de McFarland. Las pruebas
bioquimicas fueron incubadas a 30°C por un periodo de 18 a 24 horas y las

lecturas realizadas en los siguientes 30 minutos.

Los sustratos utilizados para la caracterizaciéon bioquimica de bacterias Gram
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negativas se relacionan en las tablas 2 y 3 y los empleados para las bacterias
Gram positivas en la tabla 4.

5.2.2 Fase 2. Las actividades realizadas en esta fase comprenden la
organizacion de la informacion y el analisis de resultados orientado al

cumplimiento del segundo objetivo especifico.

5.2.2.1 Actividad 4: Anélisis de informacion. Se realiz6 la tabulacion y
elaboracion de una base de datos en Microsoft Excel la cual contiene los
resultados por grupo de microorganismo (Gram negativos o Gram positivos) de las

caracteristicas bioquimicas evaluadas.

Partiendo de esta informacion se seleccionaron la(s) cepa(s) con la mayor cantidad

de pruebas positivas para realizar el estudio de proyeccion de utilidades.

5.2.2.2 Actividad 5: proyeccion de posibles aplicaciones en el
aprovechamiento de residuos organicos. Se realiz6 una revision bibliogréfica
en la cual se relaciond los géneros bacterianos seleccionados en el numeral
anterior y partiendo de sus perfiles metabdlicos se correlacioné la informacion con
casos especificos de su aplicaciéon en el aprovechamiento de residuos organicos,
especificamente en tematicas de generacion de biocombustibles, alternativas de

compostaje y elaboracién de bioproductos.
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Tabla 2: Sustratos

de composicién Unica usados para la caracterizacion bioquimica de

bacterias Gram negativas.

Metabolismo de carbohidratos

Sustrato Codigo|Positivo Negativo Fundamento
Arabinosa ARA |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Manosa MNS |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Sacarosa SUC |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Melibiosa MEL |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Ramnosa RHA |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Sorbitol SOR |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
Manitol MNT |Dorado/amarillo [Naranja/rojo  [La utilizacion de carbohidratos
Adonitol ADO |Dorado/amarillo [Naranja/rojo
. . . causa un descenso del pH
Galactosa GAL |Dorado/amarillo [Naranja/rojo _ _ o P
Inositol INO |Dorado/amarillo [Naranja/rojo  |haciendo virar el indicador
p-n-p-fosfato PHO |Amarillo Incoloro
p-n-p a-B- | BGL |Amarillo Incoloro
p-n-p-3- NPG |Amarillo Incoloro
p-n-p bis- | BPH |Amarillo Incoloro
-Nn-n-xildsi BXY i . .. . .
p-n-p-Xilsido Amar!llo Incoloro La hidrolisis enzimatica del
p-n-p-a- AAR |Amarillo Incoloro
p-n-p- PHC |Amarillo Incoloro glucosido o ester de fosfato
p-n-p-R- GLR |Amarillo Incoloro . - .
. . libera p-nitrofenol amarillo

g-L-glutamil p- | GGL |Amarillo Incoloro P
Metabolismo de compuestos nitrogenados
Sustrato Codigo|Positivo Negativo Fundamento

Evalua la desaminacion
Prolina PRO Dorado Amatrillo oidativa de la fenilalanina
Urea URE | Turqueza/azul |Amarillo/verde [La hidrolisis de la urea produce

La degradacion del aminoé&cido
Glicina GLY |Turqueza/azul |Amarillo/verde [libera metabolitos alcalinos que
Arginina ARG | Rojo/purpura |Amarillo/pardo [El catabolismo anaerobico del
Lisina LYS | Rojo/purpura |Amarillo/pardo [aminoacido

-Sistema de Identificacion BD BBL Crystal (E/NF).
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Tabla 3. Sustratos compuestos usados para la caracterizacién bioquimica de bacterias Gram

negativas
Prueba Siembra Lectura Indicador y viraje
bioquimica
Agar Mac]Agotamiento en caja defFucsia: fermentador de lactosa Amarillo: no |Rojo Neutro Fucsia 6,8 - 8,0
Conkey petri. fermentador de lactosa Amarillo
T.S.| Fucsia/Amarillo  [K/A] Sélo fermenta glucosa.
(Agar con Amarillo/Amarillo [A/A] : Fermenta glucosa, lactosa
azucar triple [Puncién al fondo y [|y/o sacarosa. Rojo de Fenol Amarillo 6.8 -
y hierro) estria en superficie. Fucsia/Fucsia [K/K]: No fermenta azucares. 8.4 Fucsia
Tapa ajustada. Productor de H2S: +++ Productor de
gas: +++
Citrato Estria en superficie. Azul: [Citrato permeasa positivo] Verde: |Azul de Bromotimol Amarillo

Tapa suelta.

[Citrato permeasa negativo)

6.0 - 7.6 Azul

Rojo de metilo

Inoculaciéon directa,

Tapa asegurada.

Rojo [+]: Generacién de producto final &cido.
(acetoina y 2,3 Butanodiol) Toma la via metabélica
de &cidos mixtos.

Ausencia de color rojo [-]: Producto final no &cido.

Rojo de metilo Rojo 4.4 — 6.2
Amarillo

Voges
proskauer

Inoculacion directa.
Tapa cerrada.

Rojo [+]: Generacion de producto final neutro.
IAusencia de color rojo [-]: Producto final no neutro.

Solucién A: Alfa naftol
gotas)

Solucién B: Hidroxido de
Potasio (2 gotas)

6

Metabolismo de

compuestos nitrogenados

L.I.LA
(Lisina Hierro

Dos punciones al fondo
ly estria en superficie.

Violeta/Amarillo [K/A]:  Solo fermenta glucosa.
Rojo/Amarillo [R/A]: Desaminacion lisina.
Fermentaciéon glucosa.

Parpura de bromocresol

Agar) Tapa suelta. Violeta/Violeta [K/K]: Descarboxilacion lisina. Amarillo 5.2 - 6.8 Violeta
Fermentacion glucosa. Productor de
H2S: +++
Urea Estria en superficieJRosado: Hidrélisis de la drea. Amarillo: No se |Rojo de Fenol Amarillo 6.8 -
Tapa de algodon. hidroliza la Urea. 8.4 Fucsia
Motilidad positiva: Turbidez difusa que se extiende
Puncion de profundidad|mas alla de la linea de puncion.
Motilidad aproximada a 1,25 cm.|Movilidad negativa: Crecimiento a lo largo de la|NA
Tapa de algodon. linea de puncion.
Siembra por picadura |El desarrollo de un color rojo-fucsia en la interfase
hasta la mitad del |del reactivo y del medio indica la presencia de indol
SIM medio ly por lo tanto una prueba positiva. Reactivo de Kovacs
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Tabla 4. Sustratos

bacterias Gram positivas.

de composicién Unica usados para la caracterizacion bioquimica de

Prueba Codigo Principio

Control negativo de FCT Control para estandarizar los resultados de fluorescencia arrojados por los distintos

Fluorescencia sustratos

4MU-b-D-glucosido FGC

L-valina-AMC FVA

L-fenilalanina-AMC FPH

4MU-a-D-glucosido FGS

L-acido piro glutamico-AMC FPY La hidrélisis enzimatica de la amida o el glucésido resulta en la emisién de fluorescencia

CTrptefanc-ANC S derivada de cumarina

L-arginina-AMC FAR

4MU-N-acetil-b-D- FGA

glucosaminida

4MU-fosfato FHO

4MU-b-D-glucuronida FGN

L-isoleucina-AMC FIS

Trealosa TRE

Lactosa LAC

Metil-a & b-glucésido MAB

Sacarosa SUC La utilizacién de los carbohidratos resulta en un pH bajo y por consiguiente en el cambio
del indicador Rojo de fenol

Manitol MNT

Maltotriosa MTT

Arabinosa IARA

Glicerol GLR

Fructosa FRU

p-nitrofenil-b-D-glucésido BGL La hi_drolisis enzimética del glucésido incoloro arilo sustituido resulta en un p-nitrofenol

p-nitrofenil-b-D-celobidsido PCE pmarilo

Prolina & Leucina-p- PLN La hidrolisis enzimatica del sustrato de amida incolora, libera p-nitroanilina de color

nitroanilida amarillo

p-nitrofenil-fosfato PHO

p-nitrofenil-a-D-maltésida PAM

o-nitrofenil-b-D-galactésido (ONPG)|
&
p-nitrofenil-a-D-galactésido

PGO

Urea URE La hidrolisis de la urea resulta en la liberacion de amoniaco que al cambiar el pH del
medio, resulta en el viraje del indicador azul de bromotimol
Arginina IARG La utilizacién de arginina resulta en el cambio de pH y viraje del indicador purpura de

bromocresol

Sistema de Identificacion BD BBL Crystal (GP).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 RESTABLECIMIENTO DE LA COLECCION BIOLOGICA

Se realizé satisfactoriamente la descongelacion escalonada del cepario CEC de
acuerdo a las pautas estipuladas en el protocolo de descriopreservacion de

cepas bacterianas del Laboratorio.

Se obtuvo crecimiento de un Unico tipo de colonia en las cepas reactivadas lo
gue demostro la pureza de los criopreservados iniciales. Para casi la totalidad de
las cepas, se obtuvo crecimiento cumplidas de 18 a 24 horas de incubacién. Cabe
resaltar que las cepas Amb 23-3, Amb 23-4 y Amb 24-3 las cuales fueron aisladas
por exposicion de placas al ambiente presentaron crecimiento en un tiempo igual

o superior a las 48 horas.

Estos resultados pueden deberse tanto a motivos fisioldgicos del microorganismo
como a las caracteristicas climéticas del CC. Segun la informacion documentada
en el Manual Bergey's de Bacteriologia Determinativa(Bergey & Holt, 1994),
bacterias del género Microbacterium, suelen requerir de 3 a 5 dias de incubacion

al crecer sobre medios de cultivos enriquecidos solidos.

Por otra parte, una amplia cantidad de especies del género Rhodococcus poseen
la capacidad de almacenar y movilizar triacilgliceroles (TAG) como estrategia
evolutiva de adaptacion para sobrevivir en ambientes con baja disponibilidad de
nutrientes, es decir, su baja velocidad de crecimiento, estaria relacionada con el
almacenamiento de energia en forma de acidos grasos, los cuales, pueden ser
usados para el mantenimiento de las funciones metabdlicas y garantizar la

sobrevivencia en ausencia de disponibilidad de otras fuentes de energia.
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Funciones similares de adaptacion, han sido observadas en bacterias del genero
Mycobacterium, las cuales usarian TAG como fuente de energia para sobrevivir
durante largos periodos de latencia dentro de un hospedero, manteniendo un
estado metabdlico basal y no replicativo que puede durar incluso décadas
(Alvarez, 2010).

En la tabla 5, se relacionan los resultados obtenidos durante las actividades de
verificacion de pureza del cepario y los tiempo de incubacion requeridos para el

crecimiento de cada una de las cepas de este estudio.

Tabla 5. Evaluacion de pureza del cepario CEC

Numero de tipos de [Tiempo de
Cddigo de la cepa colonia incubacion
(horas)
w67-1 1 18
w67-2 1 18
01-1 1 18
01-2 1 18
IA02-3 1 18
p67-1 1 18
p67-2 1 24
p67-3 1 18
G23-1 1 24
G23-2 1 24
G23-3 1 24
G23-4 1 24
G24-1 1 18
G24-2 1 24
G24-3 1 24
G24-4 1 24
GH24-1 1 18
GH24-2 1 18
IAmb23-1 1 24
IAmb23-2 1 24
IAmb23-3 1 >48
IAmb23-4 1 48
IAmb24-1 1 24
IAmb24-2 1 24
IAmb24-3 1 >48
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6.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

En la actualidad, el desarrollo de las ciencias gendmicas y técnicas moleculares
han cambiado el panorama de la clasificacion taxondmica que solia proceder de
acuerdo a estandares y patrones internacionales altamente limitados por las
pocas caracteristicas morfologicas observables por microscopia y haciendo uso
de la evaluacion de la diversidad bioquimica y enzimatica propia de cada
microorganismo, convirtiendo la identificacibn en una tarea en ocasiones

imposible de realizar(Emerson, Agulto, Liu, & Liu, 2008).

Sin embargo, la tipificacion molecular bacteriana pese a ser una alternativa rapida
y altamente especifica para la identificacibn de microorganismos de
dificil crecimiento o nutricionalmente exigentes tiene como limitacion el ofrecer
poca 0 escasa informacion sobre las propiedades fisiolégicas y metabdlicas del

organismo objeto del estudio(Benson et al., 2000).

En relacion a lo anterior, las bacterias pertenecientes al cepario de CEC, fueron
tipificadas molecularmente mediante el analisis bioinformatico de las secuencias
obtenidas de la amplificacién de una region del rRNA 16S obteniendo porcentajes
de identidad que van desde el 98 a 99,9% pero carecian de una tipificacion

fenotipica adecuada.

Los resultados obtenidos de la valoracion macroscopica de las colonias y de las

caracteristicas microscopicas se relacionan en las tablas 6 y 7 respectivamente.
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Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas de las colonias del cepario CEC.

Caracteristicas macroscopicas

Cbédigo de [Tamafio

la cepa (mm) Forma Elevacion [Borde Color Superficie [Densidad Consistencia
w67-1 2 circular convexa entero blanco brillante transparente mucosa
wW67-2 3-4 circular plana entero amarillo  orillante opaca mucosa
wO01-1 2 circular convexa entero incolora  |brillante transparente mucosa
w01-2 1 puntiforme |plana entero blanca mate opaca mucosa
A02-3 2-3 circular convexa entero blanca brillante opaca mucosa
wp67-1 5 circular elevada entero crema brillante opaca mucosa
wp67-2 2-3 circular convexa entero rosada brillante translucida  mucosa
wp67-3 2-3 circular convexa entero amarillo  |brillante translucida  mucosa
G23-1 5 Circular convexa entero incolora |mate opaca mucosa
G23-2 3-5 Circular plana irregular fincolora [orillante punto rosado |mucosa
G23-3 2 circular plana irregular fincolora mate opaca seca
G23-4 5 Circular plana irregular [crema mate opaca mucosa
G24-1 3 Circular convexa entero incolora  |brillante punto rosado |mucosa
G24-2 5 circular elevada entero incolora |mate opaca mucosa
G24-3 - rizada plana - blanca mate opaca seca
G24-4 3-5 circular Convexa |entero Incolora |orillante punto rosado |mucosa
GH24-1 5-7 circular elevada entero blanca brillante opaca mucosa
GH24-2 5 Circular plana irregular fincolora [orillante transparente mucosa
Amb23-1 3-5 Circular plana entero incolora  [obrillante translucido  mucosa
Amb23-2 3-5 Circular plana entero incolora  [obrillante translucido  mucosa
Amb23-3 2-3 Circular Convexa |entero amarillo |mate opaca mucosa
Amb23-4 2-3 circular convexa entero blanca brillante translucidas |mucosa
Amb24-1 3 circular plana entero blanca mate opaca mucosa
Amb24-2 1 puntiforme |plana entero blanca mate opaca mucosa
Amb24-3 1 puntiforme |plana entero naranja  |mate opaca mucosa
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Tabla 7. Caracteristicas microscépicas del cepario CEC.

Posicion
Cébdigo de Identificacién molecular Morfologia | Gram |Esporas | dela
la cepa espora

w67-1 Pseudomonas balearica OAct420 Bacilos Neg NA NA
wW67-2 Exiguobacterium acetylicum QD-3 Bacilos Pos NA NA
wO01-1 Pseudomonas aeruginosa PAOL Bacilos Neg NA NA
wO01-2 Staphylococcus sciuri Cocos Pos NA NA
A02-3 Acinetobacter radioresistens WC-A-157 |Cocobacilos |Variable [NA NA
wp67-1 Klebsiella pneumoniae M-Al-2 Bacilos Neg NA NA
wp67-2 Pseudomonas aeruginosa Bacilos Neg NA NA
wp67-3 Stenotrophomonas maltophilia Bacilos Neg NA NA
G23-1 Aeromonas taiwanensis Bacilos Neg NA NA
G23-2 Pseudomonas nitroreducens Bacilos Neg NA NA
G23-3 Pseudomonas sp. Bacilos Neg NA NA
G23-4 Klebsiella pneumoniae Bacilos Neg NA NA
G24-1 Pseudomonas aeruginosa Bacilos Neg NA NA
G24-2 Pseudomonas aeruginosa AMAAS226 |Bacilos Neg NA NA
G24-3 Bacillus mycoides C2 Bacilos Pos Pos Central
G24-4 Pseudomonas sp. Bacilos Neg NA NA
GH24-1 Klebsiella pneumoniae K30 Bacilos Neg NA NA
GH24-2 IAcinetobacter radioresistens Bacilos Neg NA NA
Amb23-1 |Paenibacillus hunanensis FeL05 Bacilos Pos Pos Polar
Amb23-2 [Klebsiella pneumoniae EH73 Bacilos Neg NA NA
Amb23-3  |Microbacterium ginsengisoli Bacilos Pos Neg NA
Amb23-4 |Paenibacillus bacterium Bacilos Pos Neg NA
Amb24-1 |Acinetobacter radioresistens WC-A-157 |Cocobacilos [Variables [NA NA
Amb24-2 |Brevibacterium sp. Bacilos Pos Neg NA
Amb24-3 |Rhodococcus corynebacterioides Cocobacilos [Pos Neg NA
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Figura 6. Microbacterium ginsengisoli

Figura 7. Pseudomonas aeruginosa
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Figura 10. Bacillus mycoides C2 (G24-3), tincion verde de malaquita, se observa en verde las

esporas centrales
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6.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA
Los resultados de la caracterizacion bioquimica se encuentran divididos de la

siguiente manera:

Las tablas 8 y 9 contienen respectivamente la informacion referente a los

resultados de las pruebas bioquimicas de sustratos simples y compuestos

realizados a Bacterias Gram negativas.

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion bioguimica de bacterias Gram negativas sobre sustratos

de composicién Unica.

Sustratos de compaosicion Unica
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Carbohidratos Si(t):ggﬁzgooss
Ccepa ARAMNS|ISUCIMELRHAISORMNTIADO/GAL|INOPHOBGLNPGBPHBXYAARPHCGLR|GGLPROURE|GLYARGILY S|
67-1 + +
01-1 + + + + + B+
IA02-3
wp67-1 H+ H H+ F R O+ R + + + + +
p67-2 + + + + + B B B
p67-3 + + + + +
G23-1 + + + + + K F + +
G23-2 +
G23-3 + + + +
G23-4 + + B O R + + + + + 4
G24-1 + + + + o+ B R
G24-2 + + + + O B
G24-4 + + + + I+ + M
GH24-1 + @+ @+ B+ HF K B+ K O K + + + + +
GH24-2 - - - - L L
Amb23-2 + H+ H+ H+ K+ H+ K+ R B K B R + + + +
Amb24-1 |- | | -+ S +

Alta@ctividad® Bajalctividad? " .

metabdlica metabdlica + | Positivo _ Negativo



Tabla 9. Resultados de caracterizacién bioquimica de bacterias Gram negativas sobre sustratos

compuestos.

Sustratos compuestos

Carbohidratos Compuestos nitrogenados
Cepa Oxidasa Fermentacion TSI H2S [Gas |RM |VP [Citrato [Urea [PPA |Sim [Motilidad [LIA

de lactosa
67-1 Pos Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg [Pos Neg |Pos [Neg |Neg k/k
01-1 Pos Neg k/k [Neg [Neg [Neg |Neg [Pos Neg |Pos |Neg |Pos k/k
IA02-3 Neg Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg [|No Neg [Neg [Neg |Neg k/k
wp67-1 Neg Pos IAJA- Neg |[Neg [Neg [|Pos |Pos Pos Pos [Neg |Neg k/A
p67-2 Pos Neg k/k [Neg [Neg [Neg |Neg [Pos Pos Neg [Neg [Pos k/k
p67-3 Pos Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg |Neg Neg [Neg [Neg |Pos k/k
G23-1 Pos Pos IAJA- Neg |Neg [Pos [Neg [Neg Neg Pos |Pos [Pos k/A
G23-2 Pos Neg k/k [Neg [Neg [Neg |Neg [Pos Neg [Neg |Neg [Neg k/k
G23-3 Pos Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg |Neg Neg [Neg [Neg |Pos k/k
G23-4 Neg Pos IAJ/A- Neg [Neg [Neg |Pos |Pos Pos Neg [Neg [Neg k/A
G24-1 Pos Neg k/k [Neg [Neg [Neg |Neg [Pos Neg [Neg |Neg [Pos k/k
G24-2 Pos Pos k/k [Neg [Neg |Neg |Neg |[Pos Neg |Pos [Neg |Pos k/k
G24-4 Pos Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg |Neg Neg [Neg [Neg |Pos k/k
GH24-1 Neg Pos IAJ/A- INeg [Neg [Neg |Pos |Pos Neg [Neg |Neg [Neg k/k
GH24-2 Neg Neg k/k [Neg [Neg |Neg [Neg [No Neg [Neg [Neg |Neg k/k
IAmb23-2 Neg Pos IA/A- INeg [Neg [Neg [Pos |Pos Pos Neg [Neg [Neg k/k
IAmb24-1 Neg Neg k/k [Neg [Neg |Neg |Neg [|No Neg [Neg [Neg |Neg k/k

Altafctividad?® Bajalctividad® . .
metabdlica metabdlica + | Positivo _ Negativo

La tabla 10 contiene los resultados de las pruebas bioquimicas
realizadas a Bacterias Gram positivas. Ademas, se incluye en la tabla
11 los resultados de produccion de amilasa realizada a bacterias con

morfologia de bacilos Gram positivos.

56




Tabla 10. Resultados de la caracterizacién bioquimica para bacterias Gram positivas.

Cepa |FCT |FGC |FVA |FPH |FGS [FPY |[FTR |FGA |FHO |FGN |FIS [TRE |LAC [MAB [SUC |[MNT |MTT |ARA |GLR |FRU [BGL [PCE [PLN [PHO [PAM [PGO |URE |ARG

w67-2 |- - - - + - - - - - - 1+ |- - + + + - + + + - - + + +

woit-2 | |+ F F K F F I+ | - -+ F F P+ I+ F OF + +F + + F K+ I

243 - F F FF HFFF F F FFEF F - | + - F K+ F F - + | K
Amb231} |+ F F W FF F F F FHFHFF P+ HFFFHFFEKRRERERFRFF | + |+
Amb23-3 |- + + + K+ K+ I+ [+ | + |+ | - L E L L L L L + |+ |+ | + - L +
Amb234- + F F FF FHFF F FFEFFFH KK F F + M
Amb24-2|- |- F K F FFFF K F FF OF | - - F F F F F ) K ) + | |+
Amb243|- |- F K+ F F FFF K F FF F | - - - F F FF F F K F N |+

Tabla 11. Resultados de test de degradacion de almidén

Caodigo Cepa Hidrélisis de almiddn
|G24-3 Bacillus mycoides C2 +
Amb 23-1 Paenibacillus hunanensis FeL05 +

Amb 23-3 Microbacterium ginsengisoli -

Amb 23-4 Paenibacillus bacterium -

Amb 24-2 Brevibacterium sp. -

Alta@ctividad? Baja@ctividad?

o 5li iti - Negativo
metabdlica metabdlica + | Positivo g

6.4 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y
CORRELACION CON LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA
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6.4.1 Caracteristicas bioquimicas y enziméticas generales de los
sustratos evaluados. Los carbohidratos (monosacaridos o disacaridos) son la
principal fuente de energia tanto en organismos procariotas como eucariotas y su
catabolismo se puede realizar por via oxidativa o fermentativa. Esta ultima, se
realiza en ausencia del Oxigeno como aceptor final de electrones por medio de un
proceso denominado fosforilacion a nivel de sustrato y tiene como producto final
alcoholes, acidos tipo acético, lactico o butirico, ATP y NADH oxidado que permite
comenzar nuevamente la primera fase de la via glucolitica(Harper, Murray, &
Gonzalez, 2004).

Glycolysis
\J
A A\l \i \i A A A \ \i
Ethanol Lactate Lactate Propionate Ethanol Ethanol Butyrate Butanol Acetate
- + - + - - +
CO; Ethanol Acetate Lactate Butanediol CO; Acetone
- + + - - +
Co, o, Acetate Lactate H, co,
+ . +
Succinate Formate H;
+ -
Formate O,
+ .
0o, H,
+
H;
Ethanol Homolactic ~ Heterolactic Propionic Mixed acid 23- Butyrate Acetone- Homoacetic
fermentation acid acid acid fermentation butanediol fermentation butanol acid
fermentation  fermentation  fermentation fermentation fermentation  fermentation

Figura 11. Principales vias de fermentacion bacteriana de azucares(Jurtshuk Jr, 1996)

La actividad de las enzimas glucosidasas como la [B- galactosidasa, [-
glucoronidasa, B-glucosidasa, a- arabinosidasa entre otras, tienen como funcién
la ruptura y formacion de enlaces glucosidicos y son de importancia para la
degradacion de biomasa tipo celulosa y hemicelulosa(Casablanca Alarcon, Rios

Manriquez, Terrazas Siles, & Alvarez Aliaga, 2011).
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En general todos los organismos necesitan ademés de una fuente de Carbono
cantidades especificas de Nitrdgeno para mantener sus procesos Vvitales,
sintetizar nucleotidos y fabricar material genético. Este nitrégeno en su gran
mayoria es fijado desde la atmosfera por un grupo reducido de microorganismos,
ciclado de la descomposicibn de materia organica mediante enzimas
extracelulares y transformado en compuestos nitrogenados organicos por medio
de reacciones enziméaticas de transferencia de grupos amino(Atlas & Bartha,
2001).

Como se menciond anteriormente en los aspectos metodoldgicos de este trabajo
los andlisis bioquimicos realizados a las bacterias Gram negativas fueron

divididos en dos grupos de acuerdo a la complejidad del sustrato (ver tabla 2 y 3).

El primer grupo consiste en 24 sustratos de composicion unica de los cuales 18
estan orientados a identificar la actividad metabdlica de carbohidratos y 6 la
capacidad de utilizar algunos compuestos nitrogenados. ElI panel de
carbohidratos consiste en 10 pruebas de fermentacion de azucares y 8 sustratos
que evaltan la actividad hidrolitica de glucésidos y amidas por la presencia de
enzimas de tipo glucosidasa.

El grupo de sustratos compuestos evalia ademas de la fermentacién de
azucares, la presencia de citocromos necesarios para realizar la respiracion, la
naturaleza de los productos de las vias fermentativas, la utilizacién de fuentes
alternativas de Carbono como el citrato, el cual es un compuesto intermediario
del ciclo de Krebs y la utilizacion o no de aminoacidos esenciales como la lisina y
el triptéfano(MacFaddin, 2003).

Para el grupo de bacterias Gram positivas se utilizaron en total 29 sustratos, 9

azucares para evaluar la capacidad fermentativa bacteriana y 20 restantes que en
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general evallan las mismas reacciones enzimaticas mencionadas con
anterioridad (glucésidos, amidas y aminoacidos).Ademas, se realizé la evaluacion

de la actividad degradadora de almidon en el grupo de bacilos Gram positivos.

6.4.2. Discusion de resultados de la caracterizacién bioquimica de bacterias
Gram negativa. Como se puede observar en las tablas 8 y 9, las cepas wp67-1,
G23-4, GH24-1 y Amb 23-2, pertenecientes al género Klebsiella, poseen una alta
capacidad de fermentacion de azucares tipo monosacarido y disacarido al igual
que actividad hidrolitica sobre compuestos glucésidos. De igual manera, presentan
una alta actividad catabdlica de compuestos nitrogenados y poseen ureasa,
enzima extracelular que les permitiria realizar la fijacion de amonio, los perfiles

metabolicos de estos microorganismos se encuentran relacionados en la table 12.

Estos resultados se relacionan directamente con el Origen del cepario, donde en
su gran mayoria los aislamientos fueron realizados de muestras de suelo,

vegetacion y algunos cuerpos acuaticos.

Muchas especies de Klebsiella son con frecuencia aisladas de este tipo de
sistemas ecoldgicos en donde existe gran cantidad de materia organica. Las
bacterias del género Klebsiella, suelen encontrarse en gran proporcidbn en
muestras de suelo haciendo parte de consorcios microbianos y en un 30 % de las
veces como bacteria de vida libre fijadoras de Nitrogeno bajo condiciones
anaerobicas, caracteristica que la convierte en una bacteria con potencial para el
desarrollo de fertilizantes y degradaciéon de residuos que contengan celulosa.

Es importante hacer claridad que las especies de Klebsiella de caracter saprofito
pueden ser usadas en procesos biotecnolégicos ya que, en general, son
diferentes a las bacterias con potencial patégeno para los humano. Esto se debe
a gue las bacterias ambientales pueden usar el cetogluconato como fuente de

carbono y carecen de capsula, principal mecanismo de patogenicidad de
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Klebsiella Pneumoniae (Lopez, Vega, Ph, Montoya, & Ph, 2013).

La cepa G23-1, Aeromonas taiwanensis, es un microorganismo anaerobio

facultativo capaz de fermentar glucosa y lactosa y usar un amplio espectro de

aminoacidos como fuente de Nitrégeno. La prueba positiva de rojo de metilo

permite establecer que esta bacteria realiza un proceso de fermentacién acido

mixta, teniendo como productos finales acido acético, etanol, H2, CO2 y al igual

que acido lactico y propionico (Koneman & Allen, 2008).

Tabla 12. Analisis de perfiles metabdlicos: bacterias Gram negativas

Metabolismo de carbohidratos

Metabolismo de

Cepa Géneroy e compuestos
especie Fermentacién Sustratos Utilizacién . .
hidrolizados de citrato LR OESHacoS
Klebsiella
wp67-1 pneumoniae a-B-glucdsido Produccidn de ureasa.
M-Al-2 B-xilésido Catabolismo de
g-L-glutamil p- arginina, lisina'y
G23-4 KIebsieIIfJ nitroanilida fenilalanina
pneumoniae
Todos los monosacaridos
Klebsiella y disacéridos evaluados, Positivo
GH24-1 pneumoniae incluyendo lactosa y
K30 glucosa a-B-glucésido Produccidn de ureasa.
B-galactésido Catabolismo de
B-Xilésido arginina.
g-L-glutamil p- Descarboxilacion de
Klebsiella nitroanilida lisina
Amb23-2 pheumoniae
EH73
Arabinosa, sacarosa, a-B-glucdsido
manitol, galactosa, B-galactésido Prolina
G23-1 Ae:romona:s lactosa y glucosa. a-arabindsido Negativo triptéfano
taiwanensis : . . .
Productos acidos de g-L-glutamil p- fenilalanina
fermentacion nitroanilida
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Figura 12. Proceso de produccion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos (Martinez-

Anaya, Balcazar-Lépez, Dantan-Gonzéalez, & Folch-Mallol, 2008)

6.4.3. Discusion de resultados de la caracterizacion bioquimica de bacterias
Gram positivas.  De los resultados obtenidos en el estudio bioquimico de las
bacterias Gram positivas, sobresale una alta capacidad fermentativa e hidrolitica
de compuestos glucoésidos por parte de las cepas Amb 23-1 (Paenibacillus
hunanensis y Amb 23- 3(Microbacterium ginsengsoli).

En la evaluacion de degradacién de almidén dos de las cepas: G24-3, Bacillus

mycoides y Amb 23-1 Paenibacillus hunanensis arrojaron resultados positivos.
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Figura 13. Andlisis de perfiles metabdlicos: bacterias Gram positivas

Géneroy Metabolismo de carbohidratos Metabolismo de
Cepa B compuestos
Fermentacion Sustratos hidrolizados nitrogenados
Amilasa
4MU-b-D-glucosido
Bacillus mycoides Trealosa, maltotriosa, o-nitrofenil-b-D-galactdsido L -
G24-3 2 fructosa (ONPG) & Degradacion de arginina
p-nitrofenil-a-D-galactésido.
L-acido piro glutamico-AMC
Trealosa Amilasa
Lactosa 4MU-b-D-glucosido
Metil-a & b- 4MU-a-D-glucosido
lucésido L-acido piro glutdmico-AMC
g p-nitrofenil-b-D-glucésido
Amb23-1 Paenibacillus Sacarosa p-nitrofenil-b-D-celobiésido Negativo
hunanensis FelL05 Manitol p-nitrofenil-a-D-maltésida g
Maltotriosa o-nitrofenil-b-D-galactdsido
. (ONPG) &
Arabinosa p-nitrofenil-a-D-galactdsido
Glicerol Negativo para la hidrolisis de
Fructosa enlaces amida
4MU-b-D-qucos!do Valina, fenilalanina,
4MU-a-D-glucosido triptéfano, isoleucina
Amb23-3 Microbacterium Negativo L-4cido piro glutamico-AMC P RN '
m ginsengisoli 4MU-b-D-glucuronida g )
. . . Negativo para la
Negativo para la hidrolisis de )
. degradacion de urea.
enlaces amida

Bacterias de los géneros Paenibacillus y Bacillus mycoides, estan evolutivamente
relacionadas y se caracterizan por ser bacilos Gram positivos formadores de
endosporas encontrados en altas cantidades en suelos y lodos en donde pueden
producir un amplio espectro de exoenzimas como amilasas, proteasas y enzimas
inducibles como la levansacarasa (que cataliza la conversion de sacarosa en
glucosa y B 2-6 fructosilo), caracteristicas que les confiere ademas de una alta
adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, una alta capacidad
degradativa de compuestos tipo almidon y celulosa como fuente de
carbono(Priest, 1977).
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Por otra parte, Microbacterium es se caracteriza por ser un bacilos Gram
positivos cortos, similares a el género Corynebacterium a la observacion
microscopica, aerobio estricto, no presenta movilidad y posee un pigmento

amarillo caracteristico y suelen habitar una amplia variedad de ambientes.

Amilopectina .
P Glucoamilasa

a-amilasa

Figura 14. Estructura y composicion del almidén.(Harper et al., 2004)

Por ser aerobio estricto, es incapaz de realizar la fermentacion de azucares (se
correlaciona con los resultados obtenidos en la tabla 10) pero destaca su
capacidad de producir la enzima - galactosidasa, también conocida como
celobiasa o celulasa, la cual presenta especificidad para varios sustratos -D-
glucosidos y cataliza la hidrélisis de residuos terminales no reductores en beta-D-

glucésidos, produciendo finalmente glucosa (Park et al., 2015).

Estas cualidades, le confieren la propiedad de ser un microorganismo con alta
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actividad en la degradaciéon de celulosa a azucares de menor tamafio. Pese a
esto, no hay mayor informacion de su aplicacion en procesos especificos de

aprovechamiento de residuos.

\ N J

Region cristalina Region amorfa

4— Endoglucanasa

Exoglucanas \O /

._O.—Q—f.—ﬁ—.—ﬁ—.—o

oic
4

p-glucosidasa
/
T 0O T.—O

Exoglucanasa
Exoglucanasa Endoglucanasa o g

Figura 15. Representacion del mecanismo de accion de las celulasas (endoglucanasas,

exoglucanasas y glucosidasas), el circulo blanco representa la unidad de glucosa.(Montoya, 2008).

6.4.4. Proyeccion de utilidades de las cepas en el
aprovechamiento de residuos organicos. Las cepas bacterianas con mayor
proyeccion de su posible utilidad en el aprovechamiento de residuos organicos son

segun lo anteriormente mencionado, pertenecientes a los géneros: Klebsiella,
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Bacillus y Paenibacillus.

Como se habia mencionado, las bacterias del genero Klebsiella posee una alta
actividad fermentativa sobre una amplia variedad de azucares y producen
enzimas glucosidasas, proyectando una amplia utilidad en la degradacién de
compuestos organicos.

En un estudio realizado en el afio 2014 por Waghmare y colaboradores en la
Universidad de Shivaji, Kolhapur, India, realizaron el aislamiento de una cepa de
Klebsiella sp. (PRW-1) proveniente de muestras de suelo del campus
universitario. Para el desarrollo de este trabajo se emplearon medios de cultivo
suplementados con dos sustratos con alto contenido de celulosa
(carboximetilcelulosa y avicel) bagazo de cafia de azucar, barbdjo, cascaras de
sorbo, polvo de césped y paja de maiz y arroz evaluando el efecto de la variacion
de la fuente de Carbono en la produccion de enzimas exoglucanasa,
endogluconasa, B-glucosidasa, xilanasa y glucoamilasa, la degradacion de
celulosa y la produccion de azucares reductores. Como resultado se obtuvo, una
alta capacidad de hidrolisis de celulosa y una alta produccion de azucares

reductores en todos los sustratos evaluados, siendo la maxima 590 mg L1 al
usar polvo de césped como fuente de Carbono. Los investigadores concluyen
que, la degradacion biolégica de compuestos de celulosa, es una alternativa de
facil implementacion, bajo costo, bajo consumo energético, altamente eficiente en
la produccién de azucares y de un bajo impacto ambiental si se compara con
procesos quimicos(Waghmare, Kshirsagar, Saratale, Govindwar, & Saratale,
2014).

Estos resultados permiten proyectar el uso de bacterias del género Klebsiella en la
degradacion de residuos con alto contenido de celulosa como barridos de

parques, pasto cortado de escenarios deportivos o sitios de recreacion, desechos

66



de vegetales de plazas de mercado, siempre y cuando se evalue la relacién
costo- beneficio del gasto energético que conlleva la disminucién del tamafio de
particula del sustrato utilizado.

En otro trabajo reciente realizado por Yadav y colaboradores, se demostro la
eficiencia de una cepa de Klebsiella Pneumoniae que presentaba sinergismo con
Bacillus subtilis en la degradacion de lignina kraft desechada en el proceso de
fabricacion de maderas tipo rayon. La actividad lignolitica fue medida usando el
consorcio bacteriano y cultivos axénicos individuales, tomando lecturas de
absorbancia y confirmando los resultados por HPLC y cromatografia de gas
acoplada a espectrometria de masas. Los resultados demostraron una
decoloracién del contaminante relacionada con la degradacion de lignina en la
muestra de hasta un 80% y una disminucién de la toxicidad de 62% y 73% al
disolver la lignina en agua y realizar mediciones de Demanda Biologica de
Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) respectivamente(Yadav &
Chandra, 2015).

Los resultados obtenidos en este estudio permiten prever que tanto Klebsiella
pneumoniae como bacterias del género Bacillus poseen una alta actividad de
descomposicion de material organico, incluso de complejidad estructural como la
lignina. Estudios realizados por Ping y colaboradores, asocian esta capacidad de
degradacion de lignina con una alta degradacién de compuestos hidrocarburos
policiclicos arométicos (PAHS) y una alta tasa de biorremediacion en sitios
afectados por este tipo de contaminantes(Ping et al., 2014).

Segun la revision realizada por Lal y colaboradores, bacterias del genero
Paenibacillus son de alto interés comercial en la industria de biofertilizantes dada
su capacidad de aumentar la fijacion de nitrégeno que promueve el crecimiento
de plantas(Algam et al., 2010) y su capacidad de producir enzimas hidroliticas y

sintetizar exopolisacaridos(Lal & Tabacchioni, 2009).
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Durante el desarrollo de este trabajo, se demostré la capacidad de la cepa
Paenibacillus hunanensis y Bacillus Mycoides para producir enzimas hidroliticas
tipo amilasa, resultado que permite proyectar su utilidad en la fermentacién de
sustratos como residuos de comida y desperdicios de plazas de mercado con un
alto contenido de almidén y celulosa(Gautam, Bundela, Pandey, Awasthi, &
Sarsaiya, 2012).

Una aplicacion interesante de estos polisacaridos es su capacidad de unirse e
inmovilizar metales pesados. En un estudio realizado por morillo y colaboradores,

lograron una méaxima produccion de 2 g L1 de polimero usando como sustrato
para la fermentacion desecho de almazara de la industria del aceite de oliva.
Finalmente, evaluaron la capacidad de adsorcion de este polimero frente a Pb
(11, Cd (1), Cu (1), Zn (1), Co (1), and Ni (II) obteniendo un consumo maximo de
230 mg por g de polimero(Morillo, Aguilera, Ramos- cormenzana, & Monteoliva-
sunchez, 2006)
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7. CONCLUSIONES

o Se realizd exitosamente la caracterizacion bioguimica de 25 cepas
bacterianas del cepario CEC, EM-UIS y ademéas se realizd paralelamente la
caracterizacion morfologica del mismo, permitiendo obtener como resultado al
final de este trabajo, un cepario aislado en el Departamento de Santander,
perteneciente a la UIS el cual cuenta con una caracterizacion biolégica completa
es decir, una identificacibn molecular de género y especie y una base de datos
con las caracteristicas fenotipicas de las cepas, aportando una base sélida para el
desarrollo de nuevas propuestas de investigacion y aplicacién orientadas al

aprovechamiento de sus caracteristicas enzimaticas y metabdlicas.

o El andlisis de resultados permitié seleccionar 3 géneros bacterianos
(Bacillus, Paenibacillus y Klebsiella) como posibles candidatos para la proyeccion
y elaboracion de nuevas propuestas encaminadas al aprovechamiento de

residuos organicos en el Departamento de Santander.

o Es necesario realizar mas investigaciones orientadas a establecer
otras posibles aplicaciones del cepario CEC en diferentes campos industriales,
como podria ser, la industria petrolera y la busqueda de alternativas bioldgicas
para la remediacion de impactos ambientales y la generaciébn de nuevos

productos de interés para el sector como surfactantes y biosolventes.
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Anexo A. Manual de preparacion de medios de cultivo

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER ESCUELA DE
MICROBIOLOGIA
MANUAL DE PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1. AGAR NUTRITIVO:

Ingredientes del medio: pluripeptona (5 g/l), extractos de carne (3.0 g/l), cloruro
de sodio (8.0 g/l), agar (15.0g/l).

Preparacion

a. Suspender 3.1gr de polvo por litro de agua destilada

b. Mezclary dejar reposar 5 minutos

c. Calentar suavemente agitando y hervir 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
d

Distribuir ye esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

2. AGAR MAC CONKEY:

Ingredientes del medio: peptona (17g/l), pluripeptona (3 g/l), lactosa (10 g/l),
mezcla de sales biliares (1.5 g/l), Cloruro de sodio (5.0 g/l), agar (13.5 g/l), Rojo
Neutro (0.03 g/l), cristal violeta (0.0001 g/l)

Preparacion:

a. Suspender 50gr de polvo por litro de agua destilada

b. Mezclary dejar reposar 5 minutos y mezclara para uniformar

c. Calentar suavemente agitando y hervir 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
d

Distribuir y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
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3. AGAR TSI

Ingredientes del medio: extracto de carne c pluripeptona (20 g/l), lactosa (10
g/l), sacarosa (10g/l ), glucosa (1.0 g/l), sulfato de hierro y amonio (0.2g/l),
tiosulfato de sodio (0.2 g/l)mezcla de sales biliares (1.5 g/l), Cloruro de sodio (5.0
g/l), agar (13.0 g/l), Rojo de fenol(0.025 g/l)

Preparacion:
Suspender 62.5 gr de polvo por litro de agua destilada
Mezclar bien y calentar con agitacion frecuente.

a
b
c. Calentar suavemente agitando y hervir 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
d. Llenar hasta la tercera parte de los tubos de ensayo

e. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

f.  Enfriar en pico de flauta profundo

4. AGAR MIO: MOVILIDAD:

Ingredientes del medio: Dextrosa (1.0 g/l), Extracto de levadura (3 g/l), Peptona
(10 g/l), Tripteina (10 g/l) Clorhidrato de L-ornitina (5.0 g/l), agar (2.0 g/l), purpura

de bromocresol (0.02)

Preparacion:

a. Suspender 3.1 gr de polvo por litro de agua destilada
b. Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.

c. Distribuiry esterilizar a 121 °C durante 15 minutos

5. AGAR SM:
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Ingredientes del medio: Sulfato de Hierro y amonio (0.2 g/l), tiosulfato de sodio
(0.2g/1), Peptona (6.1 g/l), Tripteina (20 g/l), agar (3.5 g/l).

Preparacion:

Suspender 30 gr de polvo por litro de agua destilada
a. Mezclar hasta completa disolucion.

b. Calentary hervir durante un minuto.

c. Distribuir en 4 tubos de hemolisis

d. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos

e

Solidificar en posicién vertical

6. AGAR UREA:

Ingredientes del medio: Urea (20 g/l), fosfato mono potéasico (9.1g/l), fosfato di

sédico (9.5 g/l), extracto de levadura (0.1 g/l), rojo fenol (0.01g/l).

Preparacion:
a. Suspender 3,87 gr del medio deshidratado por cada 100 ml de agua destilada
b. Disolver sin calentar y esterilizar por filtracién.

c. Distribuir en tubos pequefios estériles entre 0.5 y 2 ml.

7. AGAR CITRATO:

Ingredientes del medio: Citrato de sodio(2.0 g/l), cloruro de sodio (5.0g/l),
fosfato di potasico (1.0 g/l), fosfato mono aménico (1.0 g/l), sulfato de magnesio
(0.29/1), azul de bromotimol (0.08 g/l), agar (15.0g/).
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Preparacion:
Suspender 24,2 gr del medio deshidratado por cada 100 ml de agua destilada

Dejar reposar 5 minutos

a
b
c. Calentar y mezclar hasta ebullicion durante 1 o 2 minutos
d. Distribuir en tubos

e. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

f

Enfriar en posicion inclinada

8. AGAR LISINA HIERRO:

Ingredientes del medio: Peptona de gelatina (5.0 g/l), extracto de levadura
(3.0g/l), glucosa (1.0 g/l), lisina (10 g/l), citrato de hierro y amonio (0.5 g/l),
Tiosulfato de sodio (0.04 g/l), purpura de bromocresol (0.02 (g/l), agar (15.0g/1).

Preparacion:

a. Suspender 35 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada.

b. Dejar reposar 15 minutos

c. Calentar cuidadosamente, agitando con frecuencia y hervir durante un minuto
hasta la disolucién completa.

d. Distribuiry esterilizar a 121°C durante 15 minutos

e. Enfriar en pico de flauta dejando un fondo vertical apto para la puncion.
9. MEDIO ROJO DE METILO - VOGES PROSKAUER:

Ingredientes del medio: pluripeptona (7.0 g/l), fosfato di potasico (5.0g/l),
glucosa (5.0 g/l), (0.02 (g/l).

Preparacion:
a. Suspender 17 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada.

b. Calentar cuidadosamente hasta disolver.
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c. Distribuir y esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Revelado: para revelar se deben afiadir algunas gotas de solucion del rojo de
metilo al 0.04%. Para la prueba de voges proskauer afiadir 0.6 mil de alfa naftol al
5% en alcohol etilico absoluto y 0.2 ml de hidroxido de potasio al 40% a 2.5 mil
de cultivo. Agitar vigorosamente y dejar a temperatura ambiente de 10 a 15

minutos.
10. AGAR FENILALANINA:

Ingredientes del medio: D-L fenilalanina (2.0 g/l), extracto de levadura (3.0g/l),
Cloruro de sodio (5.0 g/l), fosfato di sédico (1.0 g/l), agar (12.0g/l).

Preparacion:

a. Suspender 23 g de medio deshidratado en un litro de agua destilada.
b. Calentar en ebullicion hasta dilucion total

c. Colocar en tubos Yy esterilizar a 121°C durante 15 minutos

d. Enfriar en pico de flauta

11. AGAR ALMIDON:
Ingredientes del medio: pluripeptona (15 g/l), almidon soluble (1.0g/l), fosfato di

potasico (4.0 g/l), fosfato mono potasico (1.0 g/l), cloruro de sodio (5.0 g/l), agar
(15 g/l
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Preparacion:

a. Preparar una suspension de 1,3 g de agar en 90 mL de medio nutritivo (caldo
de carne).

b. Calentar hasta disolver el agar.

c. Agregar 10 mL de goma de almidon al 1% y mezclar bien

d. Esterilizar.

e. Dejar enfriar hasta una temperatura de 60°C aproximadamente, antes de

distribuir en las placas de Petri previamente esterilizadas.

12. AGAR NITRATO:

Ingredientes del medio: Peptona (10.0 g/l), cloruro de sodio (5.0(g/l), extracto
de carne (3.0g/l), glucosa (10.0 g/l), azul de bromotimol (0.01 g/l), nitrato de
potasio (1.0 (g/l), agar (4.0g/l).

Preparacion:

a. Suspender 33 gr del medio deshidratado en un litro de agua destilada.
b. Dejar reposar 2 minutos, calentar en ebullicién hasta disolver

c. Distribuir en 10 mm de didmetro, 10 ml por tubo.

d. Esterilizar a 121°C 15 minutos
e

Solidificar en posicién vertical.

Anexo B. Guia para la realizacion de coloraciones y tinciones para el laboratorio

de bacteriologia

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
GUIA PARA LA REALIZACION DE COLORACIONES Y TINCIONES PARA EL
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LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

1. Coloraciéon de Gram

1.1. Fundamento: El examen microscopico de un extendido coloreado por el
método de Gram con una flora bacteriana mixta, aparecen las caracteristicas
diferenciales del método. Muchas bacterias conservan la coloracion cristal-
violeta-yodo y se tefiran de purpura (Gram positivas), otras se colorean de rojo

debido al contra-colorante el cual puede ser safranina o fucsina (Gram negativa)

1.2. Materiales

-Cristal Violeta
-Lugol de Gram
-Alcohol acetona
-Safranina

-Cultivos bacterianos

1.3. Método para la coloracion

a. Preparar un extendido fino de una colonia bacteriana y dejarlo secar al
aire.

b. Fijar el material al portaobjeto de modo que no sea arrastrado durante
el proceso de tincion, pasando el portaobjeto 3 6 4 veces sobre la llama del
mechero.

c. Colocar el preparado sobre un soporte de tincion y cubrir la superficie
con solucion cristal-violeta durante 1 minuto.

d. Lavar bien con agua destilada.

e. Cubrir el preparado con solucion de yodo (Lugol de Gram) durante un
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minuto.

f. Lavar nuevamente con agua destilada.

g. Sostener el portaobjeto y bafiar la superficie con el decolorante (alcohol
cetona), hasta no arrastrar mas colorante violeta (esto requiere
habitualmente unos 10 segundos mas 0 menos).

h. Lavar nuevamente con agua corriente y colocar el porta objeto sobre el
soporte, cubrir con safranina o el contra-colorante a utilizar durante un minuto.

I. Lavar nuevamente con agua destilada.

J.  Examinar el preparado al microscopio, las bacterias Gram positivas se
observan de color violeta y las Gram negativas de color rojo o rosadas.

2. Verde de malaquita: Coloracién para esporas

2.1.Fundamento: La envuelta de la endospora es mas compleja e
impermeable que la envuelta de las células vegetativas en las que se forma.
Solo se puede teiiir el contenido de la espora alterando

su envuelta. La impermeabilidad de las cubiertas dificulta que las

endosporas se decoloren una vez tefiidas.
2.2.Materiales
-Verde de malaquita al 5% en agua

-Safranina al 1% en agua

-Platina de Koch
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2.3. Método para la coloracion:

a. Cubrir la extension con papel de filtro (dificulta la precipitacion del colorante
sobre las bacterias)

b. Depositar la preparacion sobre una platina de Koch. Anadir verde de
malaquita. Esperar un minuto

c. Seguir la tincion con calor : en emision de vapores durante 5-10 minutos

d. Lavar con agua abundante. Seca

e. Tefir con safranina (dos minutos). Lavar con agua. Secar. Observar con
objetivo de inmersion

f. Esporas tefidas de verde y células vegetativas tefiidas de rosa. Observar

la forma, tamanio relativo y posicion de la espora en la célula vegetativa.
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