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RES UMEN 

En este trabajose presentan los métodos de aislamien 

to, 'purificación e identificación de Pseudomonas fluorescens,-

en un estanque de estabilización facultativo ubicado en la lo 

calidad de Santo Tomás Atzingo, Estado de México. 

Asimismo, se presentan las frecuencias de dicho micro 

organismo en las distintas estaciones de muestreo, algunas ca 

racterfsticas climatológicas (nubosidad, temperatura, lluvia, 

vientos, etc.), de la zona de Santo Tomás Atzingo, y factores 

fisicoquimicos del agua (pH, CO2, 02, transparencia, etc.). 

La mayor frecuencia del microorganismo en estudio se-

presentó en el afluente, efluente y zonas medias del estanque 

y en menor proporción en las zonas superficiales, determinán-

dose con esto la facultad del microorganismo de obtener sus - 

nutrientes en una forma anaerobia. Quedó establecido en este-

estudio la predominancia del género Pseudomonas asociada con-

otros géneros bacterianos dentro del estanque. 

No se observaron variaciones de frecuencia con respec 

to a las estaciones climatológicas. 

Durante todo el trabajo se observó una descarga muy - 

alta de materia orgánica, trayendo como consecuencia niveles- 

muy.bajos de transparencia y ausencia de oxígeno disuelto. 

Con base eu este y en otros estudios se determinó que 

el primer estanque trabajaba anaeróbicamente, mientras que en 

el segundo existía una zona superficial aeróbica muy pequeña. 



2. 

INTRODUCCION 

El agua es un recurso renovable, pudiéndose llevar a - 

cabo tal renovación por métodos naturales y por procedimientos 

artificales. De éstos el mejor es el que se realiza cuando se-

ayudan y favorecen los procesos naturales mediante mecanismos, 

tales como, el control de las.pérdidas'por evaporación, .filtra 

ci6n, etc. 	- 

La necesidad de una administración racional del agua - 

para atender la demanda de aumento de empleo, población, indus 

trias, campos agrícolas y recreaciones, resulta más evidente - 

cuando se tienen en. cuenta los problemas de d6nde se encuentra 

d6nde se necesita. A lo largo del planeta tan sólo un tercio 

de la superficie terrestre tiene agua suficiente y los dos ter 

ci.os restantes presentan problemas con el vital líquido - - --

(Wuhraann, 1969) . 

Para ser utilizada el agua por el hombre al realizar -- 

sus distintas actividades debe de cumplir una serie de caracte 

risticas físicas, químicas y biológicas. Sin embargo, en los - 

Qltimos lustros estas características se han visto deteriora--

das enormemente debido a,un uso poco racional. Esto significa-

que, tanto lao aguas continentales como marinas se ekicuentran-

en un nivel muy alto de contaminación (Montajano, 1969). 

Por lo general, la contaminación por desechos .domésti- 

cos es menos grave que la producida por desechos industriales 

ya que las cantidades de elementos no biodegradables es signi-

ficativamente menor. Sin embargo, para tener datos verídicos - 
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acerca de la contaminación actual, es importante informarse - 

del número de habitantes, fuentes de abastecimiento de agua,-

porcentajes de alcantarillado, sitio de vertido de sus aguas-

y existencia de plantas de tratamiento de agua potable (APHA, 

AWWA, WPCF, 1978). 

Según parece el hombre no se da cuenta cabal del daño 

que provoca no sólo a este elemento sino a todo el ecosistema 

al mantener estos niveles altos de contaminación de las aguas. 

Arroja en sus ríos, lagos y mares gran cantidad de sustancias 

no biodegradables (fosfatos, nitratos, sulfatos, etc.), hacién_ 

dose necesario para su uso posterior, largos y costosos trata 

mientos,*los cuales en su momento no podrían tratar todo el - 

caudal del agua contaminada. 

De todo esto, se deduce, que si en un futuro no muy - 

lejano el hombre no controla los niveles de contaminación y - 

no administra el recurso debidamente, se verá en una situación 

crítica para sus más vitales exigencias, teniendo que adoptar 

medidas de un control y racionamiento absoluto (Meynell r  1970; 

Falloys , 19 71) . 



OBJETIVOS GENERALES 

a.- AISLAR E IDENTIFICAR A  Pseudomonas fluorescens 

EN UN ESTANQUE DE ESTABILIZACION UBICADO EN LA 

LOCALIDAD DE SANTO TOMAS ATZINGO, ESTADO DE ME 

XI.CO . 

b.- RELACIONAR LAS CONDICIONES CLIMATOLOGICAS DE - 

LA ZONA CON LA PRESENCIA DE  Pseudomonas fluorescens 

EN.EL ESTANQUE DE ESTABILIZACION. 

c.- ANALIZAR ALGUNOS PARÁMETROS FISl:COQUIMICOS DEL 

AGUA DE LOS ESTANQUES DE ESTABILIZACION Y RELA-

CIONARLOS CON LA PRESENCIA DE  Pseudomonas 

fluorescen8. 

d.- DISCUTIR EL PAPEL QUE DESEMPEÑA LA  Pseudomonas 

'fluorescens  EN LOS ESTANQUES DE ESTABILIZACION. 

4. 
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ESTANQUES DE ESTABILIZACION 

Existe una necesidad creciente de métodos para el tra-

tamiento a bajo costo de aguas residuales, particularmente de 

efluentes de aguas residuales municipales e industriales. 

Estos métodos deben ser tales que su explotación y el-

mantenimiento de las plantas y de su equipo mecánico corres--

pondan a la capacidad y aptitudes de los centros urbanos en - 

desarrollo. 

Con el aumento de la urbanización, las letrinas =. los - 

pozos sépticos, las descargas en los terrenos a través de fii 

Cros de arena y otros medios para eliminar los residuos huma-

nos pueden llegar a crear poblemas sanitarios y económicos. 

Otros procedimientos como el de enterrar los excremen-

tos y deyecciones procedentes de las viviendas o el de verter 

las aguas residuales en pozos negros eliminando el efluente - 

por pozos filtrantes, pueden también contribuir de una forma-: 

importante a la contaminación del suelo y del agua•, sí se - - 

aplican a la escala. requerida por un gran centro urbano - - -• 

(Falloys, 1971). 

Se reconoce generalmente que el tratamiento biol6gico-

en alguna de sus formas es la solución más económica en él ca 

so de las aguas domésticas y en la mayoría de las aguas indús 

triales. 

Los estanques de estabilizaci6n (modadlidad de trata- 
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miento biológico), son la solución más adecuada para lugares - 

donde el suelo no es caro, las cargas orgánicas fluctúan, exis 

ten restricciones económicas y hay escasez de personal prepara 

do (Falloys, 1971). 

El tipo de estanques de estabilización depende de los-

objetivos del tratamiento.. Un sistema de estanques de estabili 

zaci6n se proyecta usualmente para recibir aguas domésticas o- 

industriales sin un tratamiento previo, pero también pueden --

preverse para tratar afluentes primarios o secundarios de fá-- 

bricas, lodos activados en esceso o fango diluido de pozos ne-

gros. Los estanques pueden utilizarse para el tratamiento de - 

aguas residuales, para reducir la•mayor parte de la demanda - 

bioquímica de oxigeno ( DBOS). Asi como para reducir la concen 

tración de agentes patógenos (Chambers y Clark, 1966 ; Fair etal 

1979).En los estanques de estabilización de aguas residuales,- 

los residuos orgánicos degradados son estabilizados por micro-

organismos, y el numero de agentes patógenas se reduce de modo 

notable, principalmente debido al largo período de retención-- 

-requerido por:la estabilización. En algunos tipos de estanques 

las condiciones aer6bicas pueden ser mantenidas por los proce-

sos naturales de las algas. Estas plantas verdes proporcionan-

la mayor parte del oxigeno requerido para la estabilización -- 

aeróbica. 

El resto del oxigeno necesario pasa desde el aire por-

los procesos naturales de mezcla en superficie (Porges, 1960).. 
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Una inspección de costos demuestra que es considerable 

mente más barato tratar aguas residuales en estanques de esta-

bilización que por cualquier otro procedimiento, con tal de --

que los costos del terreno no seán prohibitivos. 

El costo de reducción del contenido putrescible del --

agua residual en estanques de estabilización es usualmente me-

nos de la mitad que el de otros medios de tratamiento. Por - - 

otra parte, los costos por habitante de la población servida - 

en el caso de_s.istemas ds.estanques pequeños, no crecen rápida 

mente con la reducción deltamaño (APHA, AWWA, WPCF, 1980). 

TIPOS DE ESTANQUES 

Muy variados términos han sido aplicados a los di.fe--

rentes tipos de estanques de estabílizaci6n de aguas residua-

les: lagunas de aguas residuales, estanques de oxidación, es-

tanques redox, estanques de maduración, lagunas -facultativas, 

lagunas anaer6bicas, estanques aeróbicos de estabilización, - 

estanques de oxidación con equipo adicional mecánico, etc. 

(Gloyna, 1971). 

Estanques de estabilización de aguas residuales.- Co-

rresponde a cualquier estanque o grupo de estanques previsto-

y proyectado para llevar a cabo un tratamiento biológico. 

Estanque facultativo.- Es aquél en el cual hay una zo 
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na aerobia en la parte superior (mantenida por algas), y una - 

zona aeróbica inferior. En un estanque facultativo pueden en-- 

contrarse organismos, aerobios, facultativos y anaerobios; su-

profundidad va por lo general de 1.30 a 1.70 metros. 

Por su disposición, los estanques pueden funcionar ais-

ladamente, en serie o en paralelo. 

La mayoría de los, estanques, actualmente, según su uti- 

Lizaci6n actual son unidades, 'de tra,ta. miento biológico (Gloyna- 

19 71) . 	
:. .. 	

_.... 

En la actualidad en México se trata de adecuar un mode-

lo de estanques de estabilización que esté de acuerdo a las ca 

racteristicas de su suelo, clima, y tipo de vegetación (APHA,- 

AWWA, WPCF, 1981) . 

- IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS BACTERIOLOGICOS 

EN ESTANQUES DE ESTABILIZACION 

Las bacterias son microorganismos de gran importancia - 

en el tratamiento biológico de las aguas residuales; en conse 

cuencia sus tasas de metabolismo son elevadas y, en condicio-

nes ambientales óptimas, acaban invariablemente por predominar 

sobre los hongos propiamente dichos y los protozoos. 

Como grupo, las bacterias tienen las mismas dimensiones 

relativas, de manera que ninguna forma bacteriana aventaja a - 
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otra en la relación superficie-masa. Su principal ventaja com 

petitiva reside en la excepcional facultad metabólica. Asi --

por ejemplo, la gran difusión del género Pseudomonas en las - 

plantas de tratamiento de aguas residuales se debe a que este 

microorganismo puede adaptarse a condiciones ambientales y --

sustratos orgánicos muy variados. Ciertos sustratos o alimen-

tos orgánicos estimulan selectivamente la multiplicación de - 

algunas bacterias. 

De igual modo, los productos residuales resultantes --

del crecimiento selectivo de un grupo de bacterias estimula--

rán con toda seguridad a otros grupos a multiplicarse (Gloyna 

1971) . 

El estudio bacteriológico pretende establecer el grado 

de contaminación por bacterias dentro del estanque de estabi-

lización asi como las posibles consecuencias que éstas puedan 

ocasionar al hombre o a los productos que utiliza (Liasen, --

1967; Falloys, 1971).. 

La importancia que.guarda el microorganismo Pseudomonas 

fluorescen¥s dentro de los estanques de estabilización es que-

ayuda a determinar cualitativamente la cantidad de materia or 

gánica que entra al sistema y además permite establecer un --

criterio adecuado acerca del funcionamiento de los estanques-

debido a sus características facultativas. 

CARACTERISTICAS DE Pseudomonas fluorescens 

(Buchanan, 1974; Clarke, 1975; Stainer(Gíbbs,1976). 
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Familia - Pseudomonadaceae 

Género - Pseudomonas 

Especie - fluorescens 

Bacteria aerobia facultativa de importancia científi-

ca y práctica, toma parte en el proceso de míneralización de 

la materia orgánica, se encuentra muy difundida en la natura 

leza (agua, suelo, alimentos, etc.). 

Es probablemente la especie más compleja del género - 

Pseudomonas; ha sido dividido dentro de un número de bioti--

pos por Stanier (1966). La subdivisi6n en biotipos está basa 
da principalmente en la capacidad de desnitrificaci6n. La --

subdivisi6n realizada es la siguiente: 

.Biotipo 1.-  marginalis 

Biotipo 2.- polycolor 

Biotipo 3.- chororaphis 

Biotipo 4.- 'aureofaciens 

Biotipo S.- lemonnieri 

Biotipo 6.- geniculata 

Los biotipos 3 y 4 que eran clasificados como especies 

han sido reducidos dentro de la clasificación presentada aquí 

debido a que presentan un número de propiedades semejantes a- 

Las de la Pseudomonas flu.;rescens. Aunque debe quedar claro - 
que estos biotipos pueden ser perfectamente separados de los- 



demás y consa_ serv ar un 'estado especifico. 

En sil ante sis, la subdivisión interna de Pseudomorias — - 

fluorescens 	es inuy compleja. Algunos biotipos o miembros de - 

biotipos meu: recen quizás una clasificación de especies aparte, 

o bien por e el contrario, muchas especies podrían ser conside-

radas biotiA_ pos de Pseudomonas fluorescens, debido a la sinili 

tud de sus 'o cara- cteristicas (Clarke, 1975) . 

Prese . entes n una morfología microscópica de bacilos co r-- 

tos y delgao.dos, estos bacilos pueden. ser rectos, o lige:ranen- 

te curvos, e son f áci imente observables en microscopio de campo 

claro. Sus o colo nias son circulares y puntitormes, presentan - 

olor caracte_eris tico (Clarke, 1975; Carpenter, 1980; Macfaddin 

1980; Pelcz:-_ar, 1981 ) 

Miden!-n;ap roxi.madamente. de 0.3 a 0.5 mm., .no. producen --

esporas, -soro.a ni viles mediante un. Gnico flagelo polar, este -- 

flagelo es 	grueso, formado de una vaina,. una estructura can-- 

tral y otro :oes.cc>mponentes (Pelczar, 1.981). 

Atac:=an gran variedad de compuestos orgánicos corno La - 

glucosa, ' f rrsuctuosa, glucomato, B-alanina, argininia, benzoato 

y mal:tosa;, .o excLuaivamente por hidrolización de la glucosa ---- 

(Guffanti 1'8975) 

AlgurLunos de Los compuestos que no ataca este microorgá 

mismo son: i Lactosa, D-arabinosa, D-fucosa, celibiosa, etc. 

(Naden, 19 6!c¥¥.- 9) , 

Pres 	ent .n una rápida tasa de crecimiento, pertenecen- 
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al grupo de las bacterias Gram (-). 

El porcentaje de su composición genética (DNA) Guaní-

na-Cítosina es de 59-63 (Gibbs, 1976) . 

Son bacterias proteolíticas (degradan la caseína has-

ta péptidos que después pueden ser degradados hasta aminoáci-

dos). 

Son cromogénicas (que producen y difunden color, un - 

pigtaento azul-verdoso fuertemente fluorescente llamado - -- 

,fluorescefna)  el cual es hidrosoluble en cloroformo y observa 

ble con luz ultravioleta) . 

Son psicrófilas (que soportan temperaturas muy bajas-

cercanas a los 0°C).. La temperatura máxima que soportan es de 

40 ° C (Gil, 1975).. 

El hecho de que este microorganismo se adapte a bajas 

temperaturas no depende únicamente de la habilidad de sinteti 

zar proteínas sino que involucra procesos mucho más intrinca-

dos que . suponen ,la regulación e interacción de un número de - 

procesos y componentes celulares (Gill, 1975). 

Son quimioorgan6trofos (que crecen dependiendo de la-. 

oxidacián:,o de la ferm'entaci6n de compuestos orgánicos ex6ge-

nos) . 

Usan el oxigeno moleculat como un terminal oxidente - 

pero pueden vivir. anaer6bicamente en medios o ambientes conte 

niendo nitrato o carbono. 

Su metabolismo energético es siempre respiratorio, -- 
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nunca fermentativo ni fotosintético (Salle, 1965; Burrows,1970 

Clarke, 1975; Rose 1977; Broeze, et al, 1978; Cantwell et al - 

1978; Mergeay, 1978; Meyer, 1978; Meyer y Hornsperger, 1978; - 

Pelczar, 1981) 

No presentan crecimiento sobre isoprenoides acíclicos 

(Cantwell, et al, 1978) . 

Guardan importancia ecológica debido a la participa--

ci6n que tienen en lbs ciclos del carbono y del nitr6geno. 

Del carbono, debido a que utilizan como recurso ener-

gético a dicho elemento; y del nitr6geno, debido a que inter-

vienen en los procesos de desnitríficaci6n (Buchanan, 1974). 

.Algunos biotipos de Pseudomonas fluorescens, atacan - 

las plantas (Rose, 1977). 

Su importancia médica radica en que, ocasionalmente,-

se le ha llegado a aislar del tracto urinario donde suele cau 

sar infecciones y contaminando el torrente sanguíneo; son re-

sistentes a la carbencilina y sensitivas a la kanamycina - --

(.Jawetz, 1965; Bailey y Scott, 1974). 

Determinan pudrición verde en los huevos y putre£ac-

cian en la carne fresca, durante la prote6lísis imparten olor 

y*sabor característicos (Pelczar, 1981). 

En algunas ocasiones se les llega a encontrar en - --

plantas de tratamiento de agua potable (Chambera y Clarke, --

1966), 
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DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO 

En el año de 1980, se construyeron los estanques de es 

tabilización para el tratamiento de los desechos domésticos --

del poblado, se encuentran localizados en el,Ejido de Santo To 

más Atzingo, Municipio de Tlalmanalco, Estado de México. 

Geográficamente, el Ejido se encuentra localizado en-- 

tre las coordenadas 19°10' y 19°15' de latitud y 98°45' y - --

98°50' de longitudñ presenta unaaltitud media de 2475 metros - 

sobre el nivel del mar. 
La caracterización de la zona se realizó en el año de-

1975'a través de la Secretaría de Programación y Presupuesto - 

por medio de estudios realizados por el Departamento de Estu-- 

dios del Territorio Nacional, obteniéndose los siguientes da--

tos: 

La superficietotal del poblado es de 440 hectáreas de 

las cuales 65 corresponden a agostadero y 375 corresponden a - 

monte. 

Las características climatológicas de la zona de,estu 

dio son las siguientes: clasificación de Koopen modificada --

por García (1974); el clima predominante de la zona es: templa 

do, subhGmedo con lluvias en Verano, con temperatura tipo - - 

ganges o gangético (el mes más caliente se presenta antes del 

solsticio de verano), el vernao es fresco con, temperatura me- 

di.a del mes más caliente menor de 22°C (C(w2) (w) (bi (g); la 
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precipitación total es de 960.7 mm. anual, la máxima en 24 - 

horas es de 84.5 mm. registrada el 10 de junio de 1966. 

La temperatura media anual anotada es de 14.1°C. La - 

temperatura máxima a la intemperie observada a lo largo del-

año es 29°C, y la mínima de -3°C, a la intemperie. 

A lo largo de un año se registraron. 122 días con llu-

via y 150 días despejados, se registraron asfmísmo 23 días 

con heladas, observándose la primera helada en el mes de oc-

tubre y la última en el mes de enero. 

La evaporación fue de 1268.9 mm., se presentó en un - 

solo día granizo y 43 con tempestad eléctrica, con niebla se 

registraron 17 días y 10 con rocío. 

A lo largo del año predominan dos tipos de vientos; - 

vientos débiles variables y vientos moderados variables, re- 

gistrándose principalmente los primeros. 



MAPA 1.- LOCALIZACION DEL 
EJIDO SANTO TOMAS ATZINCO 

GOLFO DE MEXICO 

9h  
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Servicios Comunicaciones y Transportes.- Relaciones en 

porcentajes: cuentan con aproximadamente el 17.9% de servicios 

y comercios, un 27.2% de industrias. 

Aproximadamente un 80.2% de la población cuenta con --

energía eléctrica; tienen servicio de correo y segGn estad£sti 

cas.censales, un 27.4% de la población tiene televisior y un -

68.9% tiene radio receptor, carecen de lineas telefónicas. 

El poblado cuenta con agua potable desde 1970, su fuen 
te de abastecimiento es el sistema Morelos. Cuentan con tomas-

domiciliarias, pero no cuentan con. almacenamiento. Cuentan con 

autotransporte de la. y 2a. clase. 

Población.- El ntmero registrado de habitantes del po-

blado es del año de 1980 con una población que oscilaba alrede 

dor de los 1200 habitantes. 

Ubicación de los estanques.- Los estanques se encuen--

tran ubicados a las afueras del poblado y sus dimensiones son-

las siguientes: 14 m. de ancho, 40 m. de largo y 1.50'm. de --

profundidad aproximadamente. 

Se encuentran interconectados ambos estanques (ver fig. 

l), por cinco conexiones, de las cuales 'sólo una se encuentra--

en pleno funcionamiento; ambos estanques se encuentran protegi 

dos por una cerca de alambre con una entrada. 

Sólo reciben descargas de aguas domésticas. No se en--

cuentran en la zona, grandes industrias. 
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MATERIAL Y METODOS 

Muestreo.- Se realizaron dos muestreos cada mes desde-

junio de 1981 hasta enero de 1982, a fin de abarcar las esta-

ciones de verano, otoño y principios de invierno. 

La ubicación de las estaciones de muestreo que se eli-

gieron por el método estratificado no asaroso se muestran en-

la figura 1. 

TRABAJO DE CAMPO 

Recolección.- Las muestras bacteriológicas se toman --

con botellas de tapón esmerilado de 125 ml. introduciendo es-

tas a contra corriente, a dos distintas profundidades 3.5 y - 

50 cm. respectivamente (excepto afluente, efluente y conexión) 

dichas botellas esterilizadas previamente a 15 lbs, de pre--•¥ 

si6n (121°C); durante 15 minutos, una vez recolectadas las --

muestras se mantienen en hielo hasta su análisis. El interva-

lo que transcurre entre la recolección y el análisis de labo- 

ratorio no debe exceder de 4 horas. - 

Parámetros fisicoqutmicos.- Las muestras para la deter 

minación de algunos parámetros fisícoqu£mícos se toman en - - 

frascos de 40 ml. siguiendo la misma metodología de recolec-- 

ci6n utilizada para las muestras bacteriológicas. Los parame-

tros fisicoqufmicos analizados fueron: CO2, oxigeno disuelto, 

pH, y temperatura, se determinaron de la siguiente manera: --

Para el CO2 se utilizó el mLtodo volumétrico, el pM con el po 
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tenci6metro portátil y la temperatura del agua se midió con -- 

el termómetro de mercurio.(-10 a 100°C) 

En el caso del oxígeno disuelto y demanda bioquímica de --

oxigeno, las muestras se toman con botellas para DBO, utilizan 

do el método Wínkler modificado, el muestreador utilizado fue-

la botella Van Dorn. 

Las. determinaciones de oxigeno disuelto se realizan en el-

campo y las de BDO se mantienen en hielo hasta su análisis en-

laboratorio (APHA, AWWA, WPCF, 1978). 
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TRABAJO DE LABORATORIO 

Determinación de DB05.- Se realizó por el método de titula 

ci6n de Winkler. 

Aislamiento.- De las botellas bacteriológicas se inoculan-

en condiciones asépticas .100 ml. de muestraen matraces - - -- 

Erlenmeyer conteniendo 100 ml. de caldo glucosado enriquecido-

con cristal violeta; y 10 ml. de muestra en tubos de ensaye --

conteniendo caldo selenito de sodio (ver anexo 2), se incuban-

a 37°C, durante 48 horas. 

Después de la incubación, se toman in6culos de caldo glu-

cosado enriquecido con cristal violeta y de caldo selenito --
de sodio y se siembran por el método de estría en tubos de en-

saye conteniendo medio selectivo y diferencial (medio B de - - 

king), (Rodina, 1972). 

Identificación.- La identificación de las bacterias - - 

aí.sladas se realiza al observar la morfología microscópica - - 



(,Frotis Gram) y morfología macroac6pica (al describir las ca- 

racte.rfsticas de las col.onias•.que crecen sobre los medios se-

lectivos) y al realizar pruebas bioquímicas. 

1.- Frotis; Gram: Descripción (Macfaddin, 1980). 

- Colocar con el asa bacteriológica un pequeño inoculo 

sobre un porta-objetos, extender y fijar a la flama 

- Aplicar colorante cristal violeta (consultar anexo 3) 

2 o 3 gotas y.dejar un minuto aproximadamente. 

- Lavar el porta-objetos con agua hasta quitar el exce 

so del colorante. 

Aplicar 2 o 3 gotas de lugol (consultar anexo 2) y - 

dejar-  un minuto en reposo. 

- Lavar el porta-objetos con agua hasta quitar el exce- 

so del colorante. 

- Aplicar alcohol-acetona (consultar anexo 2) y dejar - 

en reposo 10 segundos aproximadamente. 

- Aplicar 2 o 3 gotas de colorante safranina (consultar 

anexo 2) y dejar actuar 30 segundos. 

- Observar morfología microscópica (microscopio de cam- 

po claro lOx, 40x y 100x.) 

2.- Características Morfológicas Macroscópicas 

La identificación de las colonias se lleva a cabo al to 

piar en cuenta las siguientes características: 

Borde.- 	Cl borde puede diferenciarse en: liso, 

ondulado, filamentoso, estriado y rugoso. 



Coloración.- Variable, 	dependiendo del medio 	de cul- 

tivo empleado. 

Consistencia.- La consistencia de las 	colonias 	puede - 

ser: 	blanda, 	dura, 	viscosa, 	etc. 

Elevación.- Se 	caracteriza por ser: 	plana, 	elevada, 

convexa, 	cóncava, 	etc., 

La forma se reconoce por ser: 	punteada, 

circular, 	filamentosa, 	rizoide, 	etc. 

Luz.- Pueden ser: 	opacas o 	transl¥icidas. 

Tamaño.-. Es variable dependiendo del género y es 

pecie que se esté estudiando 	(mm). 

3.- Pruebas Bioquímicas. 

Las pruebas bioquímicas se llevan a cabo sembrando un-

in6culo. de las bacterias aisladas en tubos con medio BHI (con 

sultar anexo 2), a medíos específicos (consultar anexo 2): - - 

(.Macfaddin, 1980) 

AZUCARES 

Desdoblamiento bacteriano de carbohidratos: glucosa, - 

.El desdoblamiento puede ser por medios oxidativos o -- 

fetmentativós•. La técnizca .consiste en inocular los tubos con-

teniendo el carbohidrato en estudio mediante la técnica de -- 

suspensi6n. 

Los tubos se incuban durante 24 horas a 37°C. La prue-

ba se considera positiva si se observa un viraje en la colo- 

ración del rojo al amarillo, además de observar la formación- 
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de burbujas en los tubos "Durham", por la producci6n de gas. 

PRUEBAS DE CATALASA 

Para detectar la presencia de la enzima catalasa se aña 

den 2 o 3 gotas de peréxido de hidrógeno al 30% sobre las colo 

nias puras del microorganismo en estudio contenidas en cajas - 

de "Petri" con Agar Nutritivo o Agar de Soya Tripticaseína (ver 

anexo 2). La prueba se considera positiva si se observa burbu-

jeo sobre la colonia (por el desprendimiento de oxígeno e hi--

drógeno). 

PRUEBA DE CITRATO 

Se inoculan los tubos que contienen el medio de - - - 

Simmons (consultar anexo 2), por el método de estría y punción 
hasta el fondo. Incubar a 37°C durante 24 horas. La prueba se 

considera positiva cuando se observa el viraje del color del - 

medio, del verde hacia el azul, o cuando se observa crecimien 

to sobre aquel. 

PRUEBA DE GELATINA 

Se inoculan por punción tubos que contienen medio de ge 

latina (consultar anexo 2). Se incuban los tubos a temperatura 

ambiente por un periodo de 2 a 7 días. 

La prueba se considera positiva cuando hay licuefacción 

del medio. Observar la morfología colonial (Craterfiforme, es-

tratiforme, etc.). 

PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO (H2S) 

Se inoculan por punción hasta el fondo, tubos contenten 
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do medio SIM (consultar anexo 2). Incubar a 37°C, durante 24-

horas. 

La prueba se considera positiva cuando se observa una-

coloración negra en el medio (formación de sulfuro de fierro-

de color negro). 

PRODUCCION DE INDOL 

Se inoculan por punción hasta el fondo tubos contenien 

do medio SIM (ver anexo 2), Se incuban los tubos a 37°C, du-

rante 24 horas. La prueba se considera positiva si al agregar 

2 gotas del reactivo úe Kovac (consultar anexo 2), se observa 

un viraje en el indicador de amarillo naranja a rojo cereza. 

PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATOS 

Se inoculan por suspensión tubos que contienen medio - 

para nitratos-  (ver anexo 2), e incubar a 37°C., durante 24 ho 

ras. 	- 

La prueba se considera positiva cuando se observa pro-

ducción de gas en los tubos "Durham" que se encuentran dentro 

de los tubos de ensaye. Si la prueba resulta negativa, se to 

.ma un inoculo de los tubos y se agregan 2 gotas de asido sul- 

fanZ.li,co y 2 gotas dec.',Naftilamina (consultar anexo 2). 

Se considera positiva la prueba si hay un viraje de --

blanco translucido a rojo marrón. 

PRUEBA DE UREA 

Se inoculan por suspensión tubos conteniendo caldo de 

Urea (consultar anexo 2), y se incuban a 37°C, durante 24 hrs. 
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La prueba se considera positiva cuando se observa un vi 

raje en la coloración, del rpsa al rojo, así como un aumento - 

en la tonalidad del color. 

PRUEBAS DE VOGES-PROSKAUER 

Se inoculan por suapensi6n tubos conteniendo medio de - 

Rojo de Metilo (consultar anexo 2), y se incuban a 37°C, duran 

te 24 horas. 

La prueba se considera positiva si al agregar 4 gotas - 
de hidróxido de soio y 0.5 ml. deo4naftol (ver naexo 2), se --

observa un viraje del café al rojo vino. 



FIGURA II.- DESCRIPCION DEL TRABAJO DE 
LABORATORIO. 
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RESULTADOS 

El total de muestras analizadas en las diferentes esta 

cionea de muestreo durante el trabajo experimental fueron 67;-

los resultados se mencionan a continuación. 

Los resultados de algunos parámetros climatológicos de 

la zona de estudio se muestran en la Tabla 1, en donde puede - 

observarse que en menos de la mitad de los muestreos se tuvo - 

una visibilidad completa y que los vientos predominantes fueron 

los dáb ales variables 

Los resultados de la determinación de algunos paráme-- 

tros fisicoquimicos en los estanques de estudio se pueden ob-- 

servar en la Tabla 2, mostrándose los promedios obtenidos a lo 

largo de los doce muestreos en las distintas estaciones. Tales 

promedios nos muestran niveles de transparencia bajos, ausen--

cia completa de oxígeno disuelto, niveles ligeramente básicos 

de pR, y valores de dióxido de carbono más altos en el segun-

do estanque. 

Los resultados de la frecuencia de aparición de la es 

pecie Paeudomonas fluorescens en relación a las diferentes es 

raciones •de estudio se muestran en la Tabla 3. 

En dicha tabla se muestra que durante los primeros --

cinco muestreos las zonas de estudio fueron ubicadas dentro - 

del primer estanque, en. tanto que en los siete muestreos fina 

les las zonas de estudio se ubicaron en el segundo estanque,- 

a excepción del afluente y de la conexión entre el primer y - 

el segundo estanque que se analizaron durante los doce mues-- 
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treos (el aislamiento se determinó en base a las pruebas bioqui. 

micas. 

En la tabla 4, se pueden observar las características - 

coloniales de P. fluorescens aislada en las diferentes estacio-

nes de muestreo, en cuatro diferentes medios de cultivo que se-

utilizaron para su aislamiento, purificación e identificación: 

(Medio B de King, Agar de Soya Tripticasefna, Agar Nu- - 

tritivo y Base.Infusión de Cerebro), (ver anexo 2). 

En la tabla 5, se pueden observar los resultados de 13-

distintas pruebas bioquímicas que ayudaron a la-identificáci6n- 

de  P. fluorescens, tales pruebas de valoraron en base a'la in- 

tensidad de reacción o al cambio de coloración.. 

Para la determinaci6n porcentual. en algunas de ellas se 

tomó en cuenta el total de veces en que se realizó dicha prueba 

y las veces en que resultó positiva. 

En la figura III, se representan las frecuencias de apa 

rición de P. fluorescens, obtenidas en las distintas estaciones 

de muestreo, representándose en forma decreciente de .la siguien 

te manera: 

100% en las estaciones 2b, 3b*, 6a*, y 6b* 

91.66% en..las estaciones 1 y 4 

87.507. en la estación 7 

80.0% en la estación 5b 

75.0% en la estación 3a 

60.0% en la estación 2a y 5a. 

Los porcentajes referidos en las diferentes estaciones-

de muestreo fueron obtenidos de acuerdo al número de veces en-

que se muestreo en dicha estación y al número de veces en que-- 
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aparece P. fluorescens en dicha estación, a continuación se --

mencionan estos datos: 

estación 	total de muestreos 	Numero de veces en que apa 

rece el microorganismo 

1  12 

Za 5 

2b 5 

3a 4 

*3b 1 

4  12 

5a 5 

5b 5 

*6a 1 

*6b 1 

7 8 

* SOLO SE MUESTREO UNA VEZ 

11 

3 

5 

3 

1 

11 

3 

4 

1 

1 

7 



TABLA 1.- CARACTERISTICAS METEORULOGICAS DE LA ZONA DE 

ESTUI)lo: SANTO TOMAS ATZÍNCO, ESTADO DE MÉXICO. 

CARACTERISTICAS 

METEOROLOGICAS 

M 	U 	E 	S 	T 	R 	E 	0 	8 

1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 	11 	12 

* 	18 	19 	I8 	* 	19 	16 	18 	16 	14 	8 	10 

TEMPERATURA 
AMBIENTAL. 	"C 

VISIBILIDAD c • . J e O O 
 
 O 

 
o  

VIENTOS 1 ' J J  j // ___ ___ 
CONDENSACION -- -- -- -- __ ___ 

TORMENTA -- - _- - -- -- -- -- -- -- -- -- 

LLUVIA + -- -- -- -- - -^ -, - 

* 	No se determinó 	+ 	Se registró 	 J Vientos débiles 
-- No se registró 	Vih111dad media 	 _j Vientos moderados 

Visibilidad nula 	 Vientos fuertes 
Visibilidad completa 



TABLA 2.- VALORES PROMEDIO DE LOS PARAMETROS 
PISICOQUIMICOS EN LAS DIFERENTES - 
ESTACIONES DE MUESTREO 

ESTACIONES 	DE 
MUESTREO 

P 	A 	R 	• A 	M 	E 	T 	R 	0 	S 

pH TRANSPARENCIA 
(cm) 

CO2 	DIS, 
(APm) 

OD. 
( 	m) 

TEMPERATURA DE 
AGUA 	°C 

1 7.90 4.91 38.079 - 15,86 

2a 7.32 3.90 32.18 - 17.60 

2b 7.14 - 26.14 - 17.60 

3a 7,21 3.62 * • - 18,37 

3b 7.32 - 29.91 - 18,37 

4 7.49 4.75 58.50 - 14.40 

Sa 7.36 5.78 71.16 - 15.50 

5b 7.34 - 72.02 - 14.60 

6a 7.35 4.50 79.88 - 17.60 

6b 7.35 - 57.91 - 16.00 

7 7.52 5.38 75.75 - 15.70 



TABLA 3.- FRECUENCIA DE APARICION DE PSEUDOMOT 
EN LAS DIFERENTES ESTACIONES DE MUEE 

ESTACIONES DE 

MUESTREO 

M 	U 	E 	S 	T 	R 	E 	0 	S 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 I1 12 

1 + + + + + + - + + + + + 

2a + - + + * * * * * * * 

2b + + + + + * * * * * * 

3a + + + * * * 

+ * * * * * a 

+ + + + + •+ + + + 
5a  * * * * * + + - .+ * + 

Sb * * * * * * * _ * + * .. 

6a * * * * * + * * * +e * * 

6 * * * * * * * * * * * 

7 fi * * * + + .. + + + + 
NO SE DETERMINO 	+ SE AISLO 	- NO SE AISLO 



TABLA 4.- MORFOLOCIA MACROSCOPICA COLONIAL DE Pséudomonaa fluoreacens 
EN LOS MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES EMPLEADOS PARA SU 
AISLAMIENTO Y PURIFICACION 

CARACTERIS`PICAS 
MEDIOS 	DE 	CULTIVO 

AGAR DE SOYA MEDIO BASE 
COLONIALES 

MEDIOS B DE KINC TRIPTICASEINA AGAR NUTRITIVO INFUSION DE 	CEREBRO 
Y CORAZON 

ELEVACION CONVEXA CONVEXA CONVEXA CONVEXA 

I:ORDE COMPLETO COMPLETO COMPLETO COMPLETO) 

CONSISTENCIA BLANDA BLANDA BLANDA BLANDA 

VISCOSA VISCOSA VISCOSA VISCOSA 

OPACA OPACA OPACA 

COLOR BLANCA BLANCA 	PARDA BLANCA 	PARDA BLANCA - OPACA 

AMARILLENTA 
AMARILLENTA AMARILLENT 

SUPERFICIE LISA LISA LISA LISA 

LUZ OPACA OPACA 

CIRCULAR Y PUNTIFORME 

OPACA 

CIRCULAR Y PUNTIFORME 

OPACA 

CIRCULAR Y PUNTIFORME FORMA CIRCULAR Y PUNTIFORME 

TAMAÑO VAR1ABLE VARIABLE VARIABLE VARIABLE 



TABLA 5.- PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE: 

Paeudomonas fluorescene 

PRUEBAS 	BIOQUIMICAS 

CITRATO 51.06% + 

CATALASA + 
GELATINA 

GLUCOSA (OXIDACION) 

FLUORESCENCIA + 
INDOL 

DECRADACION DE LECHE + 
MOVILIDAD 

REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS 31.342 

REDUCCION DE NITRATOS A NITROGENO ATMOSFERICO 68.65% + 

PRODUCCION DE ACIDO SULFIIIDRICO 50.00% + 

UREA - 
VOCES PROSKAUER 
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DISCUSION 

Al analizar las características coloniales (morfolocia ma 

crosc6pica), presentadas en la Tabla 4, puede observarse que'-

.tales características no difieren en los medios utilizados pa-

ra el aislamiento, purificación e identificación dal microorga 

nísmo en estudio, lo cual concuerda con lo referido en las ci-

tas bibliográficas consultadas (Colw'el1,1961; Lissen,1967; - - 

Burrows,1970, Rheinheim'er,1970; Manual de procedimientos de la 

boratorio y de productos BBL,1974; Litchfield,1976, Cronquist, 

1977; Lee et al, 1977; Carpenter,1979, Macfaddín,1980, Pelczar, 

1981). 

Las características microscópicas (frotis'Gram) de P. - - 

fluorescens, también concuerdan con las referidas en las citas 

bibliográficas consultadas (bacilos cortos y delgados), - - -- 

(Buchanan,1974; Manual de procedimientos de laboratorio y de - 

productos BBL, 1974; Skinner, 1977). 

Al analizar la presencia de la especie, en las estaciones 

de muestreo (ver Tabla 3), observamos que la mayor frecuencia-

de este microorganismo se presentó en: la zona medía del ori--

mer estanque, en el afluente, conexión de los estanques y `n - 

el e f lue.n'te . 

La alta frecuencia que se presenta en estas zonas (excep-

to zona media del primer estanque), nos indica que la cantidad 

de materia orgánica, acumulada en dichas estaciones es muy ele 

vada concentrándose por consiguiente en esas zonas de los es--

tanques una mayor cantidad de microorganismos, que utilizan co 

mo su principal fuente de alimento la materia orgánica, pero - 
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que a su vez son incapaces de degradar toda la carga orgánica-

que entra al sistema, interpretando esto por la.DBO5  tan alta. 

Se infiere por otra parte, que no se degrada toda la materia -. 

orgánica porque se observa una rápida acumulación de lodos (ma 

teria orgánica sedimentada), y por la acumulación de materia - 

orgánica que permanece en forma de sólidos suspendidos, obser-

vándose por eso, muy poca transparencia (consultar Tabla 2), - 

que ocasionan que la zona eufótica sea nula, principalmente en 

el primer estanque, donde se presentan condiciones totalmente-

anaerobias (Porges,1960; Chambera et al,1966; Wuhrmann,1969; - 

Gloyna,1971;Guinea, 1978). 

La presencia de P. fluorescens, en el efluente se conside 

ra importante por las siguientes razones: 

Dado que dichas aguas se van a utilizar para el riego de-

cultivos (maizal y alfalfar) ; debemos considerar que Pseudomonaz 

fluorescens, lleva a cabo. el proceso metabólico de reducción - 

desasimiladora, convirtiendo .los nitratos a nitritos y a nitró 

geno libre evitando de esta manera que se acumulen algunos pro 

ductos como nitrosamina y sus derivr:dos, que de otra manera se 

infiltrarían hacia el suelo y de ahí a los mantos acuíferos. 

.Sin embargo, la presencia de este microorganismo, se con-

sidera nociva para las plantas, si las condiciones del suelo - 

son anaerobias, ya que si este es el caso•, P. fluorescens, pue 

de tomar los nitratos como Gltimo aceptor de electrones y por-

lo tanto disminuir la capacidad fertilizante del suelo, además 

de que algunos bíotipos de esta especie atacan los tejidos ce-

lulares de las plantas. Por lo tanto a pesar de que evita la - 
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contaminación por nitrosaminas y derivados, su presencia en el 

efluente puede ser considerada nociva tanto para el hombre co-

mo para los vegetales. (Chambers et al, 1960). 

Con respecto a las estaciones superficiales y medias, se - 

observa una mayor 'incidencia-del microorganismo aislado en las 

estaciones medias 2b, 3b y 5b (consultar la figura III), esto-

ea posible dado que P. fluorescens; es un organismo aerobio fa 

cultativo (Sokatch,1969; Teltch.et a1,1980). 

Las características metereológicas y físicas observadas a-

lo largo de todo el trabajo experimental, (ver.Tabla 1), aun--

que no pueden ser consideradas óptimas, no interfieren para --

que  P. fluorescens, se desarrolle dentro de los estanques. 

Sin embargo, se mencionan algunas variaciones en los para 

metros metereológicos que pueden interferir para el buen desa 

rrollo de la especie o para el buen funcionamiento de los es- 

tanques. 

Se ha determinado que para que exista un pleno desarrollo 

de este microorganismo dentro de los estanques de estabiliza- 

ci6n,,la temperatura debe fluctuar entre los 20 y 25°C. 

Al analizar la visibilidad observada a lo largo de todos-

loa muestreos,, notamos que en menos de la mitad de éstos, se-

tuvo una visibilidad completa, esto nos indica que, las varia 

clones diurnas de energía lumínica, necesaria para que se lle 

ven a cabo los procesos fotosintéticos, limitan en cierta me-

dida la zonaaerdbica de los estanques, sobre todo sí como en-

el caso de este estudio, se tienen niveles de transparencia - 

tan bajos (Gloyna, 1971). 
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En relación a las pruebas bioquímicas utilizadas para la - 

identificación de P. fluorescens (ver tabla 5), a continuación 

se hace un análisis de cada una de ellas y de los resultados - 

obtenidos en el trabajo experimental. 

PRUEBA DE CITRATOS.- Macfaddin (1980), menciona un resulta 

do positivo para la especie P. fluorescens. 

Durante el trabajo experimental de las 47 muestras analiza 

das, 24 resultaron positivas y 23 negativas, lo cual nos de---

muestra la variabilidad de la prueba. 

PRUEBA DE CATALASA.-  Macfaddin (1980), menciona un resulta 

do positivo para P. fluorescens. 

Durante el trabajo práctico de 67 muestras analizadas, to-

das resultaron positivas. 

PRUEBA DE LICUEFACCION DE GELATINA.- Macfaddin (1980), re-

firiéndose a esta prueba la cataloga como rápida, sin embargo, 

Mergeav (1978), haciendo referencia a la misma prueba, y sobre 

la base de una serie de trabajos experimentales realizados con 

P. fluorescens, menciona que la licuefacción de la gelatina es 

sumamente lenta y la reacción comienza a evidenciarse después-

de dos semanas de incubación. 

Los resultados obtenidos en dicha prueba fueron considera 

dos negativos en virtud de que transcurrido un más después de 

la incubación, ocasionalmente algunas muestras presentaron li- 

cuefacción, por lo tanto el período para que la enzima gelati 

nasa actúe sobre la gelatina requiere de más tiempo para que-

el microorganismo se adapte al medio y se lleve a cabo la li- 

cuefacci&n. 
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PRUE1ADE GLUCOSA.- Macfaddin (1980), prueba clasificada-

para la P. fluorescena como positiva (oxidativa). 

De 62 muestras analizadas s6lo 3 resultaron negativas, por 

lo cual la prueba fue considerada positiva. 

PRUEBA DE FLUORESCENCIA.- Clarke (1975), prueba considera 

da como una de las más importantes para la identificación de-

P. fluorescena. 

En el trabajo experimental se analizaron 67 muestras de.-

las cuales 7 resultaron negativas, las cuales ayudaron a de--

terminar la ausencia del microorganismo en estudio. 

Es importante hacer notar que la cantidad de pigmento ob-

oervado en todas las muestras no fue siempre el mismo, obser- 

vindose una mayor producción del pigmento cuando el medio se-

lectivo fue el caldo glucosado enriquecido con cristal viola-

ta. 

PRUEBA DE INDOL.- Sokatch (1969); Macfaddin (1980), prue-

ba referida como negativa. 

En el trabajo experimental las muestras resultaron negati 

vas a dicha prueba. 

PRUEBA DE DEGRADACION DE LECHE.- Macfaddin (1980), para - 

P. fluore.scens la prueba se considera positiva. 

En el trabajo experimental se analizaron 67 muestras de - 

las cuales s6lo una resultó negativa. 

PRUEBA DE MOVILIDAD.- Macfaddin (1980), prueba reportada 

como positiva. 

En el trabajo experimental se analizaron 57 muestras de-

las cuales sólo dos resultaron negativas. 
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PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS Y A NITROGENO - 

LIBRE.- Macfaddin (1980), prueba reportada como positiva. 

Esta prueba se llevó a cabo en condiciones anaeróbicas y - 

para que tenga efecto requiere hidrógenos que se encuentren en 

estado libre. De 67 muestras analizadas sólo 21 fueron reduci-

das a nitrógeno libre y 46 a nitritos. 

PRUEBA DE PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO.- Macfaddin(1980) 

prueba reportada como negativa, en cambio Guinea (1978), repor 

ta la prueba como positiva en medio, SIM, debido a que este me-

dio contiene gran cantidad de cisteína. 

Durante el trabajo de laboratorio se analizaron 52 muestras 

de las cuales 27 resultaron negativas y 25 positivas. Esto nos 

indica que en algunos casos la cantidad•de cisteína fue capaz-

de inhibir la acción de la enz-ma y en otras no, obteniéndose-

por lo tanto: 48% positivas y 52% negativas. 

PRUEBA DE UREA.- Macfaddin (1980), menciona la prueba como 

negativa. 

Experimentalmente se trabajaron 43 muestras, de las cuales 

sólo una resultó positiva. 

PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER.- Macfaddin (1.980), prueba perte 

neci.ente a la serie de pruebas conocidas con el nombre de IMVIC. 

Se analizaron 20 muestras las cuales resultaron negativas.. 

Analizando ahora los medios selectivos inhibidores de bac-

terias Gram positivas utilizados para el aislamiento de P. - - 

flúorescens, el que dio mejores resultados para dicho ais'lamien 

to fue el caldo glucosado enriquecido con cristal violeta en - 

cambio el caldo verde bilis brillante resultó poco satisfacto- 
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Finalmente, al observar los resultados de los análisis ff 

sicoqufmicos presentados en la Tabla 2,.se puede interpretar-

que los valores promedios de pH obtenidos en todas las esta-- 

ci.ones de muestreo, presentan un rango ligeramente neutral lo 

cual se observó de una manera cualitativa no perjudica la pre 

sencia del microorganismo en estudio, ya que P. fluorescens - 

no tolera el pH ácido pero soporta perfectamente el pH básico 

y el neutro (Hotchenhull, 1971; Clarke, 1975; Litchfield,1976). 

En la misma tabla 2 puede observarse que no hay oxfgeno.di. 

suelto en los estanques de estabilización*y al contrario de -- 
éste, la cantidad de dióxido de carbono es elevada lo cual se-

explica fundamentalmente a que como se ha manifestado, la car-

ga orgánica es considerablemente alta y el oxígeno es consumi-

do inmediatamente por los microorganismos presentes (principal 

- mente bacterias). 

Asimismo, la presencia de animales muertos en el afluente-

de los estanques, al igual que la materia fecal de ganado que-

entra a pastar a los estanques, trae como resultado un aumento 

en la carga orgánica. Esto aunado al hecho de que el diseño de 

los estanques no permite un tiempo de retención necesario para 

la degradación de la materia orgánica, son factores que contri 

buyen a favorecer la presencia del microorganismo Pseudomonas 

fluorescens en el efluente de los estanques. 

Por último, queda establecida la importancia de P. - - - 

fluorescens dentro de los estanques de estabílizaci6n en base 

a ta importante labor de degradación de materia orgánica y a- 
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su facultad plenamente determinada de vivir bajo situaciones - 

facultativas. 
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C()NCLUS LONES` 

Las técni.cas empleadas para el aislamiento, purificación e 

identificación de  Pseudomonas fluorescens, se consideran - 

satisfactorias ya que permitieron realizar el estudio co--

rrecto de este microorganismo en estos cuerpos de agua. 

La P.  fluorescens se aisló en todas las zonas de estudio - 

dentro de los estanques, con mayor predominio de las zonas 

medias (2b, 5b) . 

La presencia de P. fluorescens, en el afluente de los es--

tanques de estabilización se favorece por la presencia de-

materia orgánica no degradada, la cual se debe a dos facto 

res principales. 

a) La carga orgánica que entra al sistema es elevada, agre 

gándose,a esta, fuentes de contaminación externa. 

b) El .tiempo de retención para el cual fueron diseñados los 

estanques no es suficiente para permitir la degradación 

• de. toda la materia orgánica. 

Las- caracte'rist"icas fisicoquímicas de los estanques no afec 

taren •de una manera cualitativa la presencia de P. fluorescens 

sin emb•argo,-- se considera que la temperatura de estos no es 

la óptima para el buen crecimiento de la especie, ni para - 

el funcionamiento óptimo de los mismos. 

- La ausencia de oxíg.ni-y disuelto en los estanques demuestran 

(ltio c 	t rab . jai . n ier6Licatt ente (principalmente, el pri- 
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mer estanque) hecho que, como se observó práctic<amec¥te no-

perjudica la presencia de P. fluorescens, puesto que esta-

bacteria puede utilizar el dióxido de carbono como aceptor 

de electrones en lugar de dicho elemento. 

El numero de pruebas bioquímicas que se realizó para la --

identificación de P. fluorescens, se considera adecuado y- 

suficiente para llegar al diagnóstico de la especie. 
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SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS FUTUROS 

Realizar los estudios a dos distintas profundidades, para 

determinar las condiciones en las cuales sobrevive el mi-

croorganismo. 

Conservar todas las estaciones de muestreo durante el ---

trabajo experimental con el fin de poder efectuar un aná-

lisis comparativo más real. 

- 	Para un estudio más completo se recomienda realizar las - 

siguientes pruebas bioquímicas 

Oxidada, Gluconato, Fosfatasa alcalina, tinci6n de flage-

los, Crecimiento a 42 y a 4°C. 

- 	Estudiar algunos aspectos de la dinámica poblacional de - 

la especie  Pseudomonas fluorescens. 

- 	Deben realizarse las correcciones de diseño adecuadas --

(construcción en paralelo), para que los estanques sopor 

ten una carga de ivatería orgánica elevada y permitan la 

mineralización de esta. 

- 	Hechas las correcciones adecuadas se recomienda llevar a 

cabo un continuo mantenimiento de los estanques, eliminan 

do la acumulación de maleza y evitando la entrada de gana 

do en los mismos. 



ANEXO 1 

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS 

1.- Aprox.: Aproximadamente 

2.- cm3: centímetros cúbicos 

3.- DBO: Demanda Bioquímica de Oxígeno 

4.- sp: especie 

5.- etc.: etcétera 

6.- fig: figura 

7.- °: 	grados 

8.- g: gramos 

9.- hrs.: horas 

10.- lbs: libras 

11.- lts.: litros 

12.- m: metros 

13.- ml.: mililitros 

14.- mm.: milímetros 

15.- 1 : minutos 

16.- *: no se realizó 

17.- nlm: número 

18.-- 0.0. :Oxígeno disuelto 

19.- ppm: partes por millón 

20.- pH: potencial de hidrógeno 

21.- + : resultado positivo 

22.- p: profundidad 

23.- -: resultado negativo 

24,- T°C: Temperatura en grados centígrados 
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ANEXO 2 

2. MEDIOS DE CULTIVO 

AGAR CITRATO DE SIMMONS 

1,9. 

Fosfato Dihidrogenado de Amonio 
	

1.0 g 

Fosfato Dípotásico 	 1.0 g 

Cloruro de Sodio 	 5.0 g 

Citrato de Sodio 	 2.0 g 

Sulfato de Magnesio 	 0.20 g 

Agar 
	 15.0 g. 

Azul de Bromotimol 
	

0.08 g 

Agua Destilada 	 1000 ml. 

pH Final: 6.9 ± 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos 

Agar Infusión de Cerebro 

Infusión de Cerebro de Ternera 
	

200.0 g. 

Infusión de Corazón de Res 
	 250.0 g. 

Mezcla de. Peptonas 	 10.0 g 

Fosfato Dipotásico 	 2.5 g 

Cloruro de Sodio 	 5.0 g 

Dextrosa 	 2.0 g 

Agar 	 15.0 g 

Agua Destilada 	 1000 m1. 

pH Final: 	7.4 ± 0.2 



50. 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos 

Agar Nutritivo 

Peptona de Gelatina 	 5.0 	g 

Extracto de Carne de Res 	 3.0 	g 

Agar 	 15.0 	g 

Agua Destilada 	 1000 ml. 

pH final: 	6.8 ± 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante U minutos. 

Agar de Soya Tripticaseína 

Peptona de Caseína 	 .15.0- 	g 

Peptona de Soya 	 5.0 	g 

Cloruro de Sodio 	 5.0 	g 

Agar 	 15.0 	g 

Agua Destilada 	 1000 	ml. 

pH Final: 7.3 + 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos 

Base de Caldo Rojo Fenol 

Peptona de Caseína 	 10.0 	g 

Cloruro de. Sodio 	 5.0 	g 

Rojo de Fenol 	 0.018 g 

Glucosa 	 1.0 	g 

pH final: 	7.4 + 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 
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Base de Agar Cetrimida 

Peptona de Gelatina 	 20.0 	g 

Sulfato de Potasio 	 10.0 	g 

Agar 	 13.0 	g 

Cetrimida 	 0.3 	g 

Agua Destilada 

	

	 1000 	ml. 

pH Final: 7.2 + 0.2• 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, dúrante 15 minutos. 

Caldo Nutritivo 

Peptona de Gelatina 	 5.0 	g 

Extracto de Carne de Res 	 3.0 	g 

Agua Destilada 

	

	 1000 	ml. 

pH Final: 6.9 + 0.1 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos 

Caldo Selnito de Sodio 

Mezcla de Pepconas 	 5.0 	g 

Lactosa 	 4.0 	g 

Fosfato de Sodio 	 10.0 	g 

Selenito Acido de Sodio 	 4.0 	g 

Agua Destilada 	 1000 	ml. 

pH Final: 	7.0 

Se esteriliza el agua y se realiza la mezcla. 



CALDO DE UREA 

Urea 

Fosfato Monopotásico 

Fosfato de Sodio 

Extracto de Levadura 

Rojo de Fenol 

Agua Destilada 

20.0 g 

9.10.  g 

9.50 g 

.0.10 g 

0.10 g 

1000 ml. 

pH final: 6.8 ± 0.2 

Se esteriliza de 5 a 8 lbs, de presi6n, durante 15 minutos. 

CALDO BILIS VERDE BRILLANTE 

AL 	2% 

Bilis de Buey Deshidratada 	 20.0 g 

Lactosa 	 10.0 g 

Peptona de Gelatina 	 10.0 g 

Verde Brillante 	 .0.0133.g 

Agua Destilada 	 1000 ml.• 

pH final: 	7.2 ± 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 

CALDO GLUCOSADO ENRIQUECIDO CON 
CRISTAL VIOLETA 

Caldo Nutritivo 	 8.0 	g 

Glucosa 	 4.5 _g 

Agua Destilada 	 1000 ml. 

Se esteriliza a 15 lbs. de presi6n durante 15 minutos. 



MEDIO E DE KING 

Peptona de Gelatina 

Glicerina 

Sulfato Magnésíco 

Fosfato Monopotásico 

Agar Nutritivo 

Agua Destilada 

1.0 	g 

0.5. - g 

0.75 g 

0.075 g 

0.92 g 

1000 ml. 

pH final: 7.0 ± 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs, de presión, durante 15 minutos. 

MEDIO DE GELATINA 

Medio Lf.quido de Tioglicolato 	 1.32 	g 

Gelatina para Microbiología 	 3.15 	g 

Agua Destilada 	 45 	ml. 

pH final: 7.0 + 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 

MEDIO PARA DEGRADACION DE LECHE 

Caldo Nutritivo 
	

0.32 g 

Leche Peptonizada 
	

1.0 	g 

Rojo de Metilo 
	

hasta vire amarillo 

Agua Destilada 
	

40 	ml. 

pH final: 7.1 ± 0.2 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 

MEDIO LIQUIDO DE TIOGLICOLATO 

Peptona de Caseína 	 15.0 g 
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L-Cistina 	 0.5 	g 

Dextrosa Anhidra 	 5.0 	g 

Extracto de Levadura 	 5.0 	g 

Cloruro de Sodio 	 2.5 	g 

Tioglicolato de Sodio 	 0.5 	g 

Resaruzurina 	 0.001 g 

Agar 	 0.750 g 

pR final: 7.1 ± 0.1 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 

MEDIO REDUCCION DE NITRATOS 

Extracto de Carne 	 3.0 	g 

Peptona 	 5.0 	g 

Nitrato de Potasio 	 1.0 	g 

Agua Destilada 	 1000 ml. 

pH final: 7.1 + 0.1 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 

MEDIO DE SIM 

Peptona de Caseína 20.0 g 

Peptona de Carne 6.1 S 

Sulfato de Hierro y Amonio 0.2 g 

Agar 3.5 g 

Agua Destilada 1000 ml. 

Se esteriliza a 15 lbs. de presión, durante 15 minutos. 
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ANEXO 3 

3. COLORANTES, SOLUCIONES Y REACTIVOS. 

a).- Colorantes (Gram) 	(Bailey, 1974) - 

Alcohol Acetona 

Alcohol Etílico 95% 	 30 ml. 

Acetona 	 10 ml. 

CRISTAL VIOLETA (90%. Contenido Seco 2 g) 

Alcohol Etílico 	 20 ml. 

Oxalato de Amonio Monohidratado 	 0.8  g 

Agua Destilada 	 80 ml. 

LUGOL 

Cristal Yodo 	 1.0 g 

Yoduro de Potasio 	 7.0 g 

Agua Destilada 	 300 ml. 

SAFRANINA 

Safranina 	 2.5 	g 

Alcohol Etílico 	 100 	ml. 

Agua Destilada 
	 1000 ml. 
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b.- 	Soluciones 

ALKALI YODURO AZIDA 

Hidróxido de Sodio 
	 500 	g 

Yoduro de Sodio 
	 138 	g 

Agua Destilada 
	 .1000 ml. 

ALCOHOL 100% PURO 

Acido Sulfúrico Concentrado 

c.- Reactivos 

Reactivo de Acido Sulfan£lico (0.5 -- 0.25 g) 

Acido Acético 30% 	
50--25 ml. 

Calentar y añadir 100 ml. de ácido acético al 30%. 

Reactivo de Naftilamina (0.5 ---0.015 g) 

Agua Destilada 
50---12.5 ml. 

Calentar - añadir 150 ml. de ácido acético al 30%. 

Reactivo de Hidróxido de Potasio de Potasio 

40 g de hidróxido de potasio en 100 ml. de agua más 0.3 g de 

creativa. 

Reactivo de Kovac's 

Alcohol 95% 	
150 ml. 

P. Dimetil-Amino-Benzaldehfdo 	
10 	g 
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Acido Clorhídrico concentrado 	 10 g 

Reactivo de Sulfato Manganoso 

Sulfato Manganoso Tetrahidratado 	480 g 

Sulfato Manganoso Dihidratado 	 40 	;g 

Agua Destilada 	 1000 rmi.. 

Reactivo de Tiosulfatu de Sodio (0.025 N) . 

Na2S02  heptahidratado 	 6.208 g 

Fenol 

Fenol 	 S.0 g 

Agua Destilada. 	 95 	,ol_ 

Reactivo -para Vogee- Proskauer (Hidróxido de Potasio). 

Hidróxido de Potasio 	 40.0 g 

Creatina 	 0.3 g 

Agua Destilada 	 100 ml. 

Peróxido de Hidrógeno (50 ml.) 

Rojo de Metilo 

Rojo de Metilo 	 1.0 g 

Alcohol 96% 	 300 ml. 

Agua Destilada 	 200 ml. 
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