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A E S UMNMEN

El presente estu(_;in se realizd en las lagunas de Estabilizecidn del po-
;bladn de Santo Tomds de Atzingo, Eda. de México de Junio a Diciembre de 1981
Se realizaron 12 muestrens con un total de 66 muestras analizadas. En ~
este trabajo se describen matodos de aislamiento, de purificacidn e identi-

ficacidn del género Flavobacterjum utilizandg medios de preenriquecimiento,

enriquecimiento, selectivos y diferenciales. La identificacidn se logrd al
observar la morfologia macroscépica y microscdpica, asi como al reelizar —
prusbas bioquimicas. Al mismo tiempa se llevd a ceho el anilisis de pardme-
tros fisicoguimicos.

Se establecid la relacidn existente entre los parfmatros fisicoquimicas
con la frecuencia de aparicidn de Flavobacterium encontréndase gue esté sra
mas afectada por factores bioldgicos {competencia de nutrientes, depreda— -
cién, etc.), que por factores fisicos.

La frecuencia de aparicién de dicho género resultd ser baja en las dife
rentes estaciones de muestreo, siendo la mayor en las zonas medias de las -

lagunas, la menor en el afluente y nula en el efluente.



INTRODUCCION
<

El.tlso de las lagunas de oxidacidn o estabili‘zacién como forma de trata-—
miento de las aguas de dgsécm es resiente en nuestro pals y se puede decir
que s:it.é‘en su fase experimental para probar 'su efectividad como método se-
cundario de las aguas negras. Su c:pa'racién' es simple, no requiere de equipe
costosa, e:.u mantenimiento es bajo, 'su caonstruccidn es econdmica y por que -
ae dispone de suficiente terreno en la méyuria de los casos.

Una lf!‘gﬁna de cxid’aciﬁn es un estanque que contiene aguas residuales cry
das o parcialmente tratadas.; en el gue la actividad bioldgica oxida los deseg
chos del afluente, por lo que el efluente contendrd bajas concentraciones -
de demanda biocguimica de oxigeno {[BD) soluble y ecantidades variables de -
s6lidos suspendidos (elgas y otros microorganismos).

Es importante menciocnar que hasta ahora la atencién prestada a este tipo
da lagunas en Méx:l:ca ha side enfoceda principalmente a través de la ingenig
ria sanitaria, en segunda instancia hacia los parimetros fisicos y quimicos
y supufic.iélménte los parédmetros bioldgicos; por lo que es necesario poner
un rna};or interds en el conocimiento de los parametros bidticos y abidticos
de lasAla'gune‘ls.

En tuanto a las lagunas anaercbias facultativas que son las gue se estu-

diaron, es interesante enfatizar que se establece una interaccidn canstante

entre los diversos tipos de microorganismos existente, sobre todo los foto—
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sintetizadores (algas fundamentalmente) y los que no 10 son coma las ocaste—
rias, hongos, protozoarios principalmente. Entre las bacterias que partici-
pan mis activamente en las Lagunas de Estabilizacién se encuentran los micro

organismos de los génearos Psesudomanas, Flavobacterium y Alealigenss.

El género Flavobacterium-predomina en las aguas residuales siempre y —
cuando el contenido proteinico sea relativamente alto,como ocurre en las a-
guas residuales domésticas o bien en aguas residuales que contengan restos-
celulares de bacterias muertas.
tleva 8 cabo una actividad degradativa de las pmteiﬂas,.la cual puede ser—
en condiciones aercbias o anaercbias.

Por todo lo anterior expuesto, se le considera de gran impartancia el es-
tudio del género Flavobacterium como un organismo que presenta una actividad

funcional dentro de las Lagunas de Estabilizacidn.



OBJETIVES :

Los objetivos del presente estudio son :

A. Aislar e identificer al género Flavobacterium en la laguna -

de Estebilizacidn en Santo Tomds Atzingo, Edo. de México.

B. Esteblecer la relscidn existente entre las pardmatros fisico

quimicos con la frecuencia de aparicidn del género Flavobac—

terium.

C. Determinar la actividad funcional del género Flavobacterium

en este tipo de sistemas.



IMPORTANCIA DEL AGUA:

El agua es el recurso renovable mds abundante de la tierra y constitu =
y2 un requisito para la vida a': tndos sus aspectos ya sea gue se utilice an
procesos metabdlicos, como disolventes de minerales o para eliminacidn de‘—
desechos. Es dificil citar un fendmeno natural en gue el agua 'no participe
en una u otra forma.

La naturaleza ha provisto medias para la conservacidn de este liquido -
' abi;maante y valioso, doténdolo de una capacidad considerabls para sliminar,
por si mismo, sustancias que lo contaminan. Esto es importante, ya que la -
calidad del mismo ambiente se ha visto en las (ltimas décadaz seriamente =
afectado por el manejo y disposicidn inadecuados de considerables cantida =
des de desechas, generados en los grandes nicleos de pablacidn y centros -
industrialss.

El deterioro en la calidad de los diferentes cuerpos d= agua, se debs
principalmente a cuatro fuentes de contaminacifn: desechos mur.licipales. agri
colas, industriales y naturales, gue contiene grandes cantidades de sustan-—
cias contaminantes, La naturaleza de Sstos y sus efectos sobre los cusroos
de agua varian dependisndo del origen de las aguas residuales, de las con -
centraciones de las sustancias contaminantes, los voldmenes descargadas y

de las caracteristicas de los propios cuerpos de agua.
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Las concentracinne-s urbanas de poblacidn, conétituyen una de las mayo-
* res fuentes de contaminacidn, debido a los grandss voldmenes de aguas resi
duales domfsticas producidas, las cuales, en su mayor parte, son colecta -~
das por los sistemas de alcantarillado. Cabe mencionar gue actualmente las
zonas de cultivo son dé:suma importancia en los estudios de contaminacidn,
pues 8l lavado de las tierras, debido al riego o a la lixiviacidn, provoca
gue se localicen a distancia compuestos o sustancias provenientes de los -
plaguicidas o herbicidas, ( APHA, AWWA, WPCF, 1981)

Durante un tiempo se buscd algln medio o medios para el mejor tratamien
to de los desechos lfquidos de las localidades y comunidades, de tal manera
que cuando estos desechos fueran dispuestos en las corrientes des agua, no -
disminuyEr;n la calidad de &stas, es decir, que permitan que esa agua ssa -
utilizada.

(Geldreich, 1973; 1975)

‘Definicién de Lagunas de Estebilizacidn: Uno de los procesos mis efici-
entes y econdmicos pars el tratamiento de estos desschps liquidss, lo cons-
f:ituye la construccidn de Lagunas de Estabilizacifn. Este sistsma consists
en un estanque de baja profundidad que recibe aguas residuales. Presenta una
entrada que se deromina afluente y una salida, efluente. {Hillsbar, 1975)

El tratamiegto de aguas residuales dom&sticas = industriales - = = = « =




ipnr el ,éistema de Laguras de Estabilizacidn se usa extensamente en muchos—
ﬁaises del mundo. En México, &sto tiene gran significancia por el crecimien
to industrial y demogréfice que presenta nuestro pais, lo cual hace nece—
sario suministrar a la; corrientes naturales; ademds, requieren poco mante
ﬁimiento y 21 costo es bajo.

Asi, el tratamients bioldgico.es la forma mas econdmica para tratar de —
purificar las aguas residuales domésticas y la mayoria de las aguas indus -
triales. Este sistema de laguna se puede utilizar para reducir la mayor par
te de la Demanda Bioqu:tmi:a'de' Clxigem-(lBO), asi para reducir la concentra
cidn de agentes patdgeros.

Las Lagunas de Estabilizacidn son el hdbitat de una engrme variedad de -
seres vivos. Todos los animales, plantas y hongos que se encuentran en la -
laguna se reproducen en la medida en que disponen de alimentos, canstituyen
do una poblacidn heterogénea cuyos elementos campiten por un misme alimento
o viven parasiténdose unas a otros. El resultado neto es que las materias g
portadas por el agua residual quedan convertidas parcialmente en-material -
celular. Para esta conwversidn es necesario energia, la cual se cbtiene de -
los procesos bioquimicos que descomponen una cantidad de sustrato alimenti-

cio mayor que la requerida para la reproduccidn celular.



DE Esta. forma, los microrganismos consurnénqmaterias altamente snergéti =
cas (pmductos residuales domésticos parcialmente digeridns) y dan lugar a
un producto final de bajo contenido enmergético como el anhidrico carbdnico.
(6loyna, 1973; Fair et al, 1979) '

El tipa de Laguna de Estabilizacidn donde se llevd a cebo el estudio es
da tipo facultativo, es decir, presenta una zona aerobia superiar {manteni-
da par las algas) y una zona anaerobia inferior. Por esta razdn, pusden en-
contrarse organismos aervbios, facultativps y anaerubio., (Gloyna, 1973; -
Guinea, 1978)

Las bacterias son los organismos mds pequefios que intervienen en el tra
tamiento bioldgico de las aguas residuales; en consecuencia, sus tasas de-
metabolismo son elevadas y, en condicionss ambientales &ptimas acaban inva
riasblemente por predominar sobre los hongas y los protozoos. Su principal
ventaja competitivae reside en su capacidad metabdlica .

Descripcidn de Flavobacterium : Entre las bacterias que participan mas -
activamente en las Leguras de Estabilizacién se encuentran los microorganis

mos de los géneros Pseudomonas, Flavobacterium y Alcaligenes.

Flavgbacterium predomina en las aguas residuales siempre y cuando el con
tenide proteinico sea relativamente alto, como ocurre en las aguas residua-

les domésticas o bien en aguas residuales que contengan restos celulares de

bacteriasmuertas. Esto implica que Flavobacterium es una bacteria protenli



. tica, por lo que degrada compuestos proteinicos.

7 Esta caracteristica es muy importante, ya que la degradaci6n de las pro-
tefnas se puede llevar a cabo en condiciones aerdbicas o en condiciones - -
gnaenibicas. El primer caso da como consecuencia que los productos de la =
putrefaccién se oxiden por completo a compuestos estables ro hediondos, con
sideréndose una aplicacidn préctica en el aprovechamiento de las aguas resi
duales. El segundo caszo trae como cansecuencia la putrefacecidn, esto signi-
fica urna descomposicidn anaerdbica de proteinas, productos de su desdobla -
miento y compuestos nitmgl;enadus-de naturaleza andloga de sustancias de olor

fétido, parcialmente oxidados. {Salle, 1965; Burrows, 1970; Gloyna, 1973)

El género Flauobacterium ademds da presentar la caracteristica de ser —

una bacteria proteslitica, puede ser aerfdbica o anaenjbica en cuanto a su =

tolerantes facultativas por ser un organismo que puede multiplicerse a rela
tiva velpcidad por bajo de 10°C (Demet:er‘, 1969), st;u .c;ecimientu dptimo se —
encuentra a la temperatura amhi_.ente, su temperatur.a’néximare; ae 37°C epro-
“ximadamente, presenta pigmentos amarillo-naranja no Futosin.té.ticc;s, de tipa

carotencide. (Bergey's Mamual, 1974; Brock, 1978). Algunas_especiee‘. prasen-

tan movilidad, efectudndose por medio de flagelos péritr:'.tic.os'. Su fuenta -

-
su requerimiento de oxigero, se le clasifica dentro de las bacterias psicra .~



de enegia la toman del carbono. Son bacteriaseGram negativas.iUna especie -

de este género da importancia sanitaria es Flavobacterium meningasepticum,-

que es patégena para el hombre, llega a causar la muerte a lactantes y al -
gunas veces & los adultos. A esta especie se le ailsla principalmente de la
sangre (liquido ventricular) y gargantas de nifios, cuando nacen prematura -
mente, {Lynch, 1972; Bailay, 1974)

Este género se encuentra en &1 agua y en el suele principalments, aungue
también se le afsla en algunos productos lécteos. (Bergey's Manual, 1974 ; ~

Oroop, et al, 1978; Mc Meekin, 1978)



DESCRIPCION DEL-AREA DE "ESTUDIQ

AREA DE ESTUDIU.-‘ La laguna dé Esfahilizat;ién fué construida en 1980
para el tratamiento de los desechos domésticos del gohladu, se encuen
tran en el Ejicn de Santo Tomds Atzingo, pertencciente .a‘l Municipio
de Tlalmanaleo, Edo. de México. Gengréficamente el ejido se localiza
entre las cordenadas 19° 10" y 19° 15” de latitud y 98° 45" y 98° =0°
de longitud; presenta una altitud media de 2475 msltms sobre el nivel

del mar. ( ver Mapa 1 y Mapa 2)

CLIMATOLOGIA.- E1 clima gue presenta la zona de estudioc segin le cla
sificacién de Koopen modificado por Enriqueta Garcia (19611), 25 un -
clima templado subhimeds con lluvias en verano, 21 veramo es fresco
con temperatura media del mes mds caliente menor de 22°c.y marcha de
tempara(tura tipo gahges o gangdtico (el mes m&s caliente se presen -
ta antes del solsticioc de véram) , 58 le presenta de la siguiente -
manara: € {w,) (w} (b)g; la precipitacidn total es de 960.7 mm arual
la maxima en 24 hrs es de 84,5 mm { 10-Junio-86 ).

La temperatura media es de 14.1 °C, la temperatura méxima ex - -

terior es de 299C y la temperatura minima exterior es de 3.0°C.
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£1 numem de dias con lluv1a es de 127, despejados 130 y nubla -

3 dns 51; la euapnraciﬁn es de 126B8.9 mm Hg.

A lo largo del afo pre_darninan das tipos de vientos; vientﬁs m -~
dez"ados variables y vientos débiles variables, dominando principal -
mante los segundos. EL ndmern de dfas can helada es de 23, el mes de
la primera helada es en octubre y el mes de la Gltima helada es en -
enerc,

El nimero de dfas con granizo es de 1, el nimero da dias con - -
tempestad eléctrica ss 43, el nimero de dias con niebla es des 17 y -
el de dfas con rocio es de 10.

E1l poblado cuenta con 123 ejides, tiene un total de 440 hectére-.

as de las cuales 65 son de agostaderos y 375 de monte.

SERVICIOS.~ En servicios y comercios es de 17.9%, de industrias

gs el 27.2% principalmente.

:
i

Cuenta con agua potable desde 1970, su fuente de abastecimiento
del Sistzma de Mo:elos.Ng hay almacenamiento de agua. Existen tomas
domiciliares: hay alcantarillade desde 1970. la energia eléctrica la

tiene el 80.2% de la pablacidn.
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COMUMICACIONES Y TRANSPORTES.— E1 poblado cuenta canicarren; televisidn - =

(.27.4 %), radio { 68.9 % ), autotransportes e pr‘iméré y. segunda c_lésﬁé'.‘v

Na cuenta con teléfong.

La poblacidn en 1970 era de 726 habitantes y en 1975% de BS8 habitantas,

sctualmente o ss tisnen datos del nimero de hebitantes del poblada.

LOCALIZACION OE LAS LAGUNAS.- Se encuentran ubicadas a las afueras del po -
blado y sus dimensionss son las siguientes:

14 m da ancho, 40 m de largo y 1.50 de profundidad apraximadamente. Estén -
interconectadas ambas lagunas (var fig 1), par cinco canexiones de las cua—
las s§lo una se encuentra en plens funcionamiento; ambas lagunas se encuen-

tran protegidas por una cerca de alambre con una entrada,

*NOTA: Todos los datos anteriores corresponden al afo de 1970, axcepto

el de poblacidn de 1975.



MATERIAL ¥ METODODS

MUESTRED.— Se realizaron dos muestrens cada mes, desde junio hasta diciembre
de 1981, a fin de abarcer las estaciones de Veraro y principios de Invierna.
La ubicacidn de las 7 estaciones de muestres que se elegieron por estra—

tificacidn no azarvso, se refiere en la fig 1.

TRABAJO DE CAMPG
RECOLECCION.—- Las ;westras bacterioldgicas se toman con botellas de tapdn -
esmerilada de 125 ml, introduciendo éstas en el agua-“a car_\'cracorrl.ente a -
dos distintas profundidades, 3.5 cm y S0 cm respectivamente, excepto aflu -
ents y efluente y conexidn. Dichas botellas se esterilizan previemente & 15
lbs de presién y 121°C, durante 15 minutos. Una vez colectadas las muestras
se mantienen en hielo hasta su andlisis. El intervalo que transcurre entre
la recoleccién y el andlisis de laboratoric no Hebe exceder ds 4 hrs, - -

{Rodina, 1972; Norris, 1974)

PARAMETROS FISICORJIMICOS.~ Las muestras para la determinacifn de alguros -~
V pardmetros fisicoquimicos se toman con frascos de 40 ml, siguiendo la misma

metodologia de recoleccidn utilizada para las muestras bacterinldégicas.
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1.~ Afluente

2a.~ Nivel de profundidad a 3.5 cm aproximadamente.

2b.— Nivel de profundidad a 50.0 cm aproximadamente.

3a.— Zona de estancamiento a 3,5 cm de profundidad.aprox.
3b.~ Zona de estancamiento a S0.0 cm de profundidad aprox.
4,- Conexifin entre la 1a y 2 a laguna.

Sa.—-2ona de estancamiento a 3.5 cm de profundidad aprox.
Sh.~ Zoma da estanceniento a 50.0 cm de pxﬁfundidad aprox.
Ga.~ Nivel de profundidad a 3.5 cm aproximadameste .

6b.~ Nivel de profundidad a 50.0 cm aproximadamente.

7.— Efluente.

FIG 1: tbicacién de las zonas de muestreo.
{primera y scgunda laguna}



Los parémetros fisicoquimicos analizados fueron el bioxizo de carbonc, =
cxigené disuelto, potencial de hidrdgera (ﬁH), temperaéura del agua y de- -
manda‘biuquimica de oxigerc, los cuales se determinaron de la siguients - -
manera: i

Para el bioxido de carboro se utilizs el método volumétrico el pH con el
potencidmetro portdtil y la temperatura del agua se midid con sl termémetro
d‘a mercurio, con un Ambitd aproximado de =10~100 °C.

En el caso de Oxigeno Disuelts y Demanda Bioguimica de Oxigeno las mues-
trés se toman con botellas de D80, utilizando sl método Wirkler modificado,
el muestreador usado fue la botella van Dorn.

La determinacidn ds OD sa realiza insuto y las de D80 se mantienen en —
hielo hasta su andlisis en laboratorio. Estos métodos se. encuentran descri-
tos en el Manual de Matodos Estindares para el Estudio del Agua y Agua da -

Desecho de la APHA, AWNA, WPCF, 1981.

TRABAJO DE LABORATORIO
DETERMINACION DE ueos.- Se realizd utilizando el método de titulacidn . - =
(Manual ds Mé&todos Estindares para el Estudic del Agua y Agua de Desscho de

la APHA, AWNA, WPCF, 1981).



AISLAIIENTO.~ De las botellas de tapfn’ esmerilado de 125 ml sé inoculan en
cc;ndici;aneéiasépéticas, 100 m de la muestra ‘erl matraces Erienmayer cante - »
niendo 100 ml de Caldo Bilis Verde Brillante Glucosado (m;zdiu de preenri -
‘ quecimiento). Ver anexa IT. '

Los matreces Se ifcuban a 37°C, durante 48 hrs.

Después de la incubacidn se toman 5 ml del medio de preenriguecimiento-
y se slewbran en ltubtl:s c_anten:l.‘mdu Caldo Nutritivo enriguecido con NaCl al
10% (medio da enriguecimiento). Ver anexo II. (Teltsh et al, 1960)

Los tubos se incuban a 20°C, durants 48 hrs. De estos tgbus. se taman -
indculos y se siambran por _ei matodo de estria cruzada (Bailey, 1974}, en-
cajas de Patri conteniendo medios de cultivo selectiuvos y diferencialest- -
Agar Sangre y Agar Leche. Ver anexa II.

Las cajas de Petri se incuban a 20°C, durante 48 hrs.

IDENTIFICACION.- La identificacitn de les bacterias aisladas se ileva a —
‘ cabo al observar la morfologia micruscdpica {frotis Gram) y macroscdpica, -
', al describim.las caracteristicas ds las colonias que crecen sobre los me= =

dios selectivos vy difarencialas, y &l realizar pruebas bioguimicas . Ver -

fig 2. .

1. Frotis Gram. (Bailey, 1974; Pelczar gt al, 1981}
a, Colocar con el asa un indculo dal microorganismo sobre el porta — —

objetos y dejar secar.
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b. fijar con calor.

c. Cubrir la preparacidn con solucifin cristal viﬁiéta (ver anexa iI), -
durante 1 min. - ’ ‘

d. Lavar con agua-de la llave.

g. Aplicar la saiucién ds lugol (ver anexo II), por 1 min.

f. Lavar con agua de la llave.

g. Decolorar por 10 seg alcohol-cetona. Ver anexo II.

h. Contrastar con safranina (ver anexo II), durants 30 seg.

i. Lavar con agua de la llave y dejar secar. ‘

Observar al microscopio.

.

2. Caracter{sticas morfologfcas macroscdpicas. (Rodina, V19'72)
La identificacidn de las colonias se lleva g cabo al tomar aen cuenta=
las siguientes caracteristicas:
Tamafio: en milimetros,
Forma de la colonia: puntiforme, circular, rizoide, stc.
Elevaciﬁn de: la colania: plana, elevada, canvexa, atc.
Borde de-la colonia: entero, ondulada, lobulado, etc.
Suparfiéia: lisa, brillante, rugosa, stc.
Textura: Seca n.viscr.\Sa.
Color de la colonia: depends del medio de cultivo.

Paso de la luz: translicida u opaca.



Las caracteristicas morfoldaicas en medio. liguido son:

:éﬁpe?vfiéié,f‘cif:a.:"cxft:d\im:i_:;.'hito::.f f’lﬁcuien;:ia. .anillarda. peliculada y manbrannsav.

a Prueﬁéé: E!;:I.t%\’qn;imicas‘. (carpenter, 1979; Mac; Faddin, 1980)

= VL‘.ars pr;eb;as biuqhimicas se realizan sembrandos indculos de las hacte—
rias ai‘sladas y puras de tubos con medic BHI (ver amexo II), a medios ~

especificos:

a. Azlcares

Desdoblamiento bactar:'lano de carbohidratos: glucosa, sacarosa, —
1a<':tosa, manito.l y maltosa.

Inocular por suspensidn los tubos can los carbohidratos de prueba;
incubar a 20°C durante 48 hrs.

ta prueba es positiva cuando se abserva un viraje del indicador =
(roju de metilo) a color amarillo, por la produccidn de cido y si -
hay formacidn de burbujas en el tubo Durham, lo que indica la produc-—

cidn de gas. {Carpenter, 1979)

o

Catalasa

Para detectar la presencia de la enzima catalasa, afadir unas go -
tas de perdxido ds hidrSgena al 30% (H202), a colonias puras del mi -
croorganismo de prueba, sobre cejas de Agar Nutritivo y Agar Soya — -
Tripticaseina.

La prueba se considera positiva con la produccifn de gas (burbujeo

sobre la colonia).

)
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c. Citrato

ar

»,

Inoﬁulai‘ tﬁbus .cun medio Citrato de Simmons (ver anexo II) por estria
y punciéﬁ ‘h.asfa gl fondo e incubar a 20 °C, durante 48 hrs.

La prueba es pasitiva cuandc;‘ se observa un viraje de cclu.s del médic:—
de verds a azul, o cuando hay crecimienita sobre &ste hasta el fondo.
Gelatina.

Inocular por puncidn tubos con medio de Gelatina (ver anexo II), e in
cubar a 20 °C, durante 7 dias aproximadamente. La prueba es positiva si -
se observa licuefaccidn de la gelatina o cuando hay crecimiento. Observar
la morfologia colorial, crateriforme, etc.

Produccidn de Acido Sulfhidrico (HES]

Ingcular por puncidn hasta el fondo tubos con medio de SIM (uer anexn—‘
11}, e incubar a 20 °C, durante 48 hrs.

La prueba es positiva cuando se observa formacidn de sulfuro de fierro
(negro) en el medio, lo gue indica produccidn de H,S.

F’rodur:cié.n de Indol

Inocular por puncidn hasta el fondo tubos con medio SIM [ver anexo 11},
2 incubar a 20 °C durante 48 hrs.

La prueba es positiva si al agregar 2 gotas del reactivo de Kovac (va}:

anexo II), se observa un viraje del indicador a color rojo cereza.



g.

Mavilidad .

La prueba de2 movilidad se ohserva directamente en los tubos con madic

-

- >SIM {observar antes de realizar la prueba de indol). Lé prueba es positi

T

va cuando los microorganismos miviles crecen répidamente y se difunden -
en todo el medio.
Reduccidn de Nitratos

Inocular por s;JspEnsiél'\ tubos con medio para nitratos {ver anexo II),
e ingubar a 20 °C, durante 48 hrs,

La prueba es positiva cuands se observa produccién ds gas (nitrdgenc-

‘molecular) en laos tubos Durham, o bien, al tomar un indculo del tubo y -

al agregar 2 gotas ds ét_:ido sulfanilico y 2 gu.tas de alfa naftilamina —
{ver ansxo II) s observa un viraje de color rosa a rojo intensa, lo que
indica la reduccidn de nitratos a nitritos.
fojo de Metilo
Inoculer por suspensidn tubos con medic Rojo de Metilo Voges Prosk- —
auer (ver anexg 11), e incubar a 20 °C, durante 48 hrs. Después de la in
cubacidn, se divide en dos partes el medio: una para la prueba de Rojo -
de Metilo y la otra para la prueba de Vages Praskauer. ‘
La prueba es positiva si al agregar 2 ml de la solucidn rojo de mati-
lo (ver anexo II}, se observa >un viraje del indicador (Rojo de Metiin) —7

de amarillo a rajo.
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‘j. Urea
Incu:.ular par suspencién tubos con Caldo Urea (ver anexo IVI)",' fgfinci:i.lﬁ.a‘r ; £
a 720 °C, durante 48 hrs. La prueba es positiva cuando se p‘nsex;u; el \lll"2 :
je a rosa. » »
k. Voges Proskauer
La metodologia para llevarA & cabo esta prueba es iguel a la de Rojo de
Metilo (ver inciso. i). La prueba es positiva si al agregar 4 gotas de -

KOH al 40% y 0.5 ml de alfanaftol (ver anexo II), se observa un viraje -

de color a rojo vina.



CFRIG iro RISLANMIENTD £

Muestra ) B

—

Caidu Bilis Verde = rotis- Cram
Brillante .
L
H*3#
Caldo Nutritivo rotis-CGram
10% NaCl

L

- *3t
Sanbrar .l EStria - | @
en Agar Sangre

Sembrar en Agar odad rotis-Gram
Soya Tripticaseina
Sembrar en Agarileche At Frotis-Gram
- 5
Agar Infusidn de
. Cerebro y Corazdn
il
Pruebas Bioquimicas wiR

* Incubar a 37 © C, durante 48 hrs.
** Incubar a 20 °C, durante 48 hrs.
¥4 Movilidad, Produccién de HoS, Prueba de Indol, Reduccidn de Nitratos,

Prueba de Carbohidratos, Catalasa, Aojo de Metile, Voges Proskaver, ~

Urea y Licuefaccidn de Gelatima,



R E SULTADOS .

El nimero de mueéstras que se‘ analizaron durante los 12 muestrens fusron
66 ﬁara el aislamiento e identiFic_acién del génerv Flavebacterium y dater—
minacidn de los parémstros fisicoguimicos. Lo cual se 1llsvd 3 cabg sn 2 —
fases. (ver fig 3 y fig a)

Los resultados de la determinacidn de algunas caracteristicas metereo -
ldgicas en las zonas de muestresc se pueda observar en la tabla 1. Encontrén
dose qua, los valores obtenidos de la temperatura ambiental a lo largo del--
estudio, Mo presentan cambios drdsticos, fluctdan entre 16 °C y 19 °C. Lo -
mismo sucede can las demds caracteristicas maten:lﬁgil:asl; visibilidad, vien
to (vientos débiles en su mayoria), tormenta y lluvia no se registrd y nie=
bla s0lo una vez en el guinto muestres.

La tabla II nos muestra los resultados de alguncs pardmatrus fisicoguimi
cos en la zona de estudio, en donde se observan los promedios obtenidos a -
1o largo de los doce muestreos en las diferentes estaciones. Los va}ures de
pH se encuentran antre 7.32 y 7.52, 1o cual rmos dice que no hay cambios = -
bruscaé. la transparencia se hace mis svidente en la 2a lagunaA con respecta
a la primera, la ca‘ntidad de Cﬁz dis aumenta considerablemente en la 2a -~ -
laguna (ver fig 1)} y la temperatura del agua tampoco sufre cambios bruscos-

de una estacidn a otra.
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Durante 1os primeros cimco muestreos las estaciones dz eséudic; f‘uemn .
usicadaz dentro dg la primera Laguna, en. tanto que los siete muajstrec;“_f.ifi’ —
nales, las estaciones se ubicaron en la segun;a laguna, aceptoqalbaf‘luepté:l:
y la conexifn entre la primera y segunda laguna que se analizaron'a lo lar—
go de tods el estudio. (Ver fig 1)

En la tabla III, fig 3 y fig 4, se valede observar los resultados de la —
frecuencia de aparicidn de Flavobacterium en las diferentes estsciones de
muestrea. V

De las 66 muestras analizadas, se observd gue la frecuencia de aparicidn

de Flavobacterium es baja en relacifén con otros microorganismos, Pseudomo—

nas principalmente.
De un tatal de 22 veces aislado el micmorgénismo en las diferentes es -

~ taciones de muestreo se encontrd lo siguiente:

ia Laguna 2a Laguna
ESTACION No. de VECES AISLADO Ng. de VECED AISLADO
1 ) ' 1 (20.0%) 2 (28.5%)
2a 3 (60.0%) X '
2b -3 - (60.0%) X
3a A (e0.0%) X
< m ~2 {a0.0%) X
a :,_0"" ".' Coe - v g { a2 85%)
Sa X" ) 5 (71.42%)
Sh X o]
ga X s
6b X 1 {1a.2e%)
? X 0

X.- NO SE MUESTRED EN ESA ESTA:ibN.,
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Par, 1o que se observa que la mayor frecuencia de aparieidn corresponde -

i 1a estacidn Sa con un nimero de veces de 5 (71.42%) y la menor a las esta
" ciones 3a y 6b con una sola vez (20.0% y 14.28% respectivamenta).

En las estacionss Sb, 6a y 7 no.se aisid Flavobacterium.

En la tabla IV se puede obsevar las caracteristicas coloniales del micrp
organismo aislado en las diferentes medios selectivos y diferenciales gque —
sa utilizaron para su aislamiento e identificecién. Noténdose que la morfo-
logia colonial de Flavobacterium es semejante en los 3 medios de cultive -

. (agar sangre, agar leche y agar soya tripticaseina), excepto gues en e me -
dio Agar Leche lleva a cabo una actividad proteolftica.

En la tabla V, se presentan los resultados de las 12 diferentes pruebas
bioquimicas esenciales que se realizaron para la identificacifn de Flavo —

bacterium.

" IMPORTANTE: Los porcentajes se gbtubieron en base a la relacidn: ndmero de =—
muestrens que se realizaron {100%) por fase con el ridmero de -

vetes con que aparecid el micrvorganismo.
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T . A

D B 't a1
GCARACTERISTICAS METEREOLOBICAS ENLA ZONA DE ESTUDID
| EN SANTO TOMAS ATZIHNGO, EDOD DE MEXICO EN LOS DIFERENTES
) : MUESTREDS,
{ Juiio - QICIEMGHE )
[l u 3 5 T £ 3 i
CARACTERISTICAS
AUIENTALES 1 2 a 4 3 & 7 6 E] 10 11 2
TEMPERATURA
AMBIENTAL °C 18 19 i3 18 1 12 6 1 18,5 bl 19 B 1. 1
TORNENTA x X x X X x X X x X X X
hLvIA X X x X X X x| x X X X X
VIENTO ._/ J __./ ___./ _/ ___/ _./ J _/ _/ __/ _ﬂ
BAJA -
TEMWPERATURA X X X % . x X x X X X X
[ronEnsacIon x x x | x ; I x | & L | Bty X %
X= husenzia O .- ielo despsjado - vientos amies
= .~ Nigbla @ .- Cielo medic nublade A .- vientos moderados
& .- Focto ® .- Cislo nublago U - vientos Fuertes



VALORES PROMEDIO DE ALGUNDS PARAMETRO FISICOQUIMICOS EN LAS ESTACIONES

DE MUESTRED, A LO LARGOD DEL. ESTUDIO.

ESTACION  DE PARAMETRODS

MUESTRED oH TRANSPARENGIA co,, OIS, 0D TEMPERATURA DEL
(em) 2 (ppm) | (ppm) ABUA_°C :

1 7.50 4.91 38.0%9 ~ 15.886

2a 7.32 3.90 a2.18 —_ 17.60

2 7.14 -— 26.14 —_ 17.60

Ja 2.21 3.62 —_— 18.37

30 7.2 - - 29.91 — 18.37

4 7.49 4.75 58.50 — 14.40

Sq 7.3 5.78 71.16 - 15.50

S 7.34 - 72.02 -_— 14.60

Ea 7.35 4.50 79.88 — 17.60

&b 2.35 -- 57.91 -— 16.00

? 7.82 5.38 75.75 - 15.70

1TA; —. No se obtuvo resultudo




A 111

T A B L
FRECUENCIA DE APARICION DE Flaypbactegrium
A LD LARGO DEL MUESTRED EN LAS DISTINTAS
ESTACIONES { JwI0 - DICIEMBRE )
ssmgémss M u 3 5 T a E o
ESTRED 1 2 3_|'a 5 & i s | 9 10 11 72
1 .- - - - + = = = = = + +
2a + + - - + X X X X X X X
) + T - * - - x X 3 X X X X
3a + - - - X X X X. X
3 - - - + % X X X X
4: - - - - - + - + - - - +
Ba X X X X X + - + + + - +
>3 X X x X X - - - - - - -
6a X X X X X - - - - - - -
6b X X X X X - + - - - - -
7 X X X X X - - - - - - -

+ .- PRESEtCIA DE Flavobact rium
- .~ AUSENCIA DE Flavobacterium

X .- NO SE REALIZD EL MUESTREO EN ESTA
ZONA,




TABLA 1V

COLONIAL DE
DIFERENTES

MACROSCOPICA
OBEERAVADA EN LOS

MORFOLOGIA

Flavobacterium

MEDIOS SELECTIVOS ¥ DIFERENCIALES

CARAGCTERISTICAS " . RIS © Sova
COLONTALES AGAR SANGRE | AGAR  LECHE TRIPTICASEINA
BORDE ENTERO ENTERD ENTERD
COLOR AMARILLO HUEVD CAFE Y  AMARILLA AMARILLO HUEVD
CONSISTENCIA BLANDA BLANDA BLANDA
ELEVACION CONVEXA CASI PLANA CONVEXA CASI PLANA CONVEXA CASI PLANA
FORMA CIRCULAR CIRCULAR CIRCULAR
Luz OPACA BRILLANTE OPACA BRILLANTE OPACA BRILLANTE
SUPERFICIE LISA LISA LISA
TAMANO PEQUENAS Y GRANDES PEQUENAS ¥ GRANDES PEQUENAS Y GRANDES

* PROTEDLISIS ¢

FORMACION DEL COAGULD COLOR CAFE.




PRUEBAS BIOGUIMICAS

*

GENERQ

Fiavubactar-ium 7

GLUCOSA
SACARDSA
LACTOSA

MALTOSA
MANITOL

CATALASA

CITRATD DE SIMMONS

GELATINA 22 °C

PRODUCCION DE HgS (SIM)

PRODUCCION DE INOOL (SIM)

MOVILICAD

REDUCCION DE NOZ A NOT
-3 2.

REDUCCTION DE NITRATOS A

NITROGEND ATMOSFEETCO

ROJO DE METILO

UREA

VOGUES PROSKAUCR

NOTACION:

* Ver anexo II

+ Pruebas positivas

T Pruebas negativas
*/~ Variable en un 0%

1.

3.

Presencia de gas
Presencia de gas
regu .
Presencia de gas
cantidad

en gran cantidad

en cantidad

2n

minima




F1G 3.~ FRECUEMCIA ~ DE - APARICION DE  Flavohacterium
‘ MUESTRED
(PRIMEROS 5  MUESTRENS)

EN LAS DIFERENTES ESTACINES

u

;81 LA 1a FASE DAL ESTUDIG.

FRECUENCIA DE APARICION O Flmvobacterium

- —
-
a h i " hi £
1 2a ) 3 % a Ba Sb 6a &b ?

* .~ Estaciones que na se muestraargn en IL ta fase

.= Ausencia de FlavobaCterium

ESTACIONES DE MUESTRED




- FIG 4.~ FRECUENCIA DE APARICION DE Flavobacterium
: EN LAS OIFERENTES ESTACIONES DE MUESTRED
EN LA 2a FASE DEL ESTUDIO. ( 7 muestrens finales )

a F—'

E

3 )

2 S [__ -

&

4 .

g 2 |

g

&

2

s 1+ L '

FRECUENCIA

% f " L d a a

K] Za 2 3a ) a Sa Y 6a 6 7
ESTACIDNES DE MUESTRED

* .~ Estaciones gqua no se muestrearon en la 2a fase.

® .- Ausencia de Flavobacterium




DISCUSION

Como sa cbservd, los valores cb;:enidns de la USDS son muy altos, es de -
cir, la-carga orgém:.ca es elevada. Esto es debido principalmente a diversos
Fa.ctores tomo son la gran a:tivid;d que se realiza en el poblade {queserias,
rastros, etc‘), a fuentes externas de contaminacidn como la presencia de ——
animales muertos {ratas) en la laguna, y a heces fecales provenientes dsl —
ganado gue entra a beber agua y a pastar en la laguna,

Ahora bien, esta carga orgénica que no es otra gue la cantidad de mate—
ria orgdnica gue entra por hectirea por dia, trae coms consecuencia una de=
manda inmediata de oxigeno disuelto disponible para llevar a cabo todas las
reacciones de degradacifn, La materia orginica que mo se llsga a degradar -
permanece como sdlidos disueltos y sflidos suspendidos, impidiendo la entra
da da luz a la laguna y como consecuencia hay menos actividad algal; por la
‘tanto, la concentracidn de 002 aumenta {ver tabla II}. El hecha de mo haber
una degradacidn completa de la materia organica implica que el tiempo de —
ret‘ancic')r? Vpar;a el cual fue disefiada la laguna no es suficiente.

{Fair et 21, 1979; Rhernheimer, 1980}
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Todo esto trae como consecuencia que en la primera laguna esté: trebajan
do anaerdbicamente y la segunda laguna como anaerdbica facultativa, lo cual
se basa en las caracteristicas gue presenta como la presencia de algas, co-
lar del. agua y el olor es menor en“ésta ‘que en la primera laguna, donde las

-+, bacterias heterdtrofas producen HZS el cual al cambinarse con gl C02 sg —

elimina el mal clor de la laguna.

La presencia o ausencia de Flavobacterium depende de factores fisicos ,

quimicos y bioldgicos de la laguna.
' Este género de microorganismos heterdtrofos estd cansiderado como uro de
los que participan més activamente en las lagunas de estabilizacisn Jjunto -

con los géneros Pseudomonas y Alcaligenes (Gloyna, 1975). Sin embargo, no -

se encontrd tan frecuentemente en las estaciones de mueséreo a lo largo del
estudio,Esto se debe mis a factores binldgicos que a Factores fisicos. Ya -
gue como se observa en la tabla II, entre los valores obtenidos en las dife
rentes sstaciones de muestreos y los dptimos para el desarrollo de Flavobac—
terjum (7.2 ~ 7.4 de pH y 15 °C ~ 25 °C de temperatura) no hay uma gran - —
variacién. Asi como la del oxigeno, el cual no constituye un factor limitan
te .para el deserrollo y actividad metabSlica de este microorganismo, debido
a que es anaerdbico facultativo.

(Bergey's Manual, 1974; Fair et al, 1979; Rhernheimer, 19€0)



" La disponibilidad de =lmento se ve afectada prznc;;ah-’xte pcr la =i

competencia de nutrlentes (materia organica] la r'ap::.dez can que se 1n:urpo

ran estos nutrientes o bien pariun antagunismo becteriann (inh:.tnc n) ;','."'«--.
{Gloyna, 1975) .
Esto significa, que estos factores son importantes tnmarlc;s an cuénta -
para determinar la presencia de Flavobacterium. Es decir,la 7 :te de ener—
gia esencial para este microorganismo es el carbono que lo utiliza a partir
de compuestos organicos {Bergey's Manual, 1974); el cual se ve reducido al
hecho de gque otras bacterias come 8l génerc Pseudomonas..que se encuentran
en mayor cantidad, hacen uso de esta fuente. Por lo que este microorganis -
mo tiende a utilizar otras fuentes de energfa como compuestos nitrogenados—
{proteinas) o en forma de nitratos, ND;, (s6lo en algunas especies), siendo
na tan esencial para su reproduccidn y crecimiento. Asi mismo, esta fuente
tambien le resulta paco accesible o disponible para utilizarla, debido a -~

gue se encuentran otras bacterias como Pseudamonas y Chromobacterium que -

hacen usao de esta forma de compuestos para su alimento en gran cantidad. -
Junto a esto, también va a depender de la presencia o ausencia de los sus -

tratos adecuados {proteinas y nitratos) asi como a la tensidn de oxigeno.



Btro asp‘sqép c’;u‘e es importante tensr =n cusnta es que este género 25 -
ﬁrﬁt’g:iit;i‘cﬁ. ﬁcr 1o ‘qua su presencia s2 favorece en las primeros pasos dai
‘pmceso de dre'gradacién de materia orgdnica, en dcﬁde la materia nitrogenada
{proteinas) aln no estd mineralizada y canforme &sta se va gegradando, la -
‘préser\cia de este génerc disminuye, sienda é&sta una de las rezonzs por las
que no se encontrd en el efluente. (Salle, 1969; Bergey's Manual, 1974)

La degradacién de protainas la puede llevar a cabo en condicioness aard-
bicas o0 en condiciones anaerdbicas por sez: un organismo facultativao, dando-
lugar a la formacidn de compuestos nitrogenados con formacidn de sustancias

. de olor fétido en condiciones anaerubias y las compuastos de la putrefaccidn
los oxida por completo a compuestos estables no hediondos en condicionas -
aerobias, todo esto se llzva a cabo siempre y cuando el contenido proteico
sea alto, (Salle, 1969; Gloyna, 1975)

Por otra parte, deberos considerar otros fendmeras como depredacidn, - -
distribucidn de la especie (si se encuentra en minima cantidad), atc. — - =

Explicdndose de ssta manera =1 hecho de que Flavobacterium mo se encontrara

en el afluente =n el 75% de los muestreos a pesar de la gran cantidad de -
materia orgénica, y en otrus pascs del proceso si, donde la carga orglnica-
aumenta, principalmente en las estaciones entermedias como 2a, 2b, 3b, & y—

Sa.
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La frécuenciz con qu’ se‘presents Flavobatterium a 1o lsrge. del estudi

ise.’ la céns.i.dsk»r;nﬁ xfelatﬁvameﬂtéeﬂ cuanto ar log par&entajeé obtenidos, ’y'a que
: _sze 1lavd a_‘l:abu el -estudio-en la 1agur.\a en dos-Fases. En algunos puntos - -
sﬁld se muestred cinco o siete veces {ver tabla 1I), para observar la varig
cifn. que existia entre unos y otros puntos; adem3s cuando sa inicid este -
estudio, solo se encontraba llena la primera laguna y la segunda laguna to-
;';Iavia na. Lo cual sa le considera otra razdn mds pera la minima incidancia

que presentd este génere ya que ésto, unido a la gran competencia gua pre-

senta con otros microorganismos {Pseudomonas presenta una gran difusidn de-
bido a que puede adaptarse a condiciones ambientales y sustratos orgdnicos

muy variados), le resta posibilidades de encontrarse con mayor frecuencia,-
a pesar de ser una de las bacterias mis activas dentro de los processs de -
bioxidacidn de la materia carbonosa [ quimicorganitrofo) y como se sabe, la
accidn bacteriana se realiza en la superficie de la célula con 2bsoreién -
enzimitica de susta_ncias nutritivas procedentes de las aguas negras, asi -
como la liberacidn de residuos y subproductos a madida que el alimento es

utilizado para la energiz y la sintesis de nuevas células. {Mc Kinney, 1962)

ACCION BACTERIANA- - - - = -~ -Materias primas~ = = - = - = Aminas

a
(oroteinas) Amaniacos



£1 método modificado utilizado para el aislamiento de Flavobactserium fues

el medio da enriquecimiento Caldo Nutritivo can NaCl al 10% (ver aneso 11},

reportd resultados favorables en cuanto al de sarrollo de colonias de aste

género con las siguientes caracteristicas: color amarillas, convexas casi
planas, borde sntero, consistenciablanda, tamafo regular y forma circular ;

que concuerdan con las citas reportadas. (Shawan. 1969; Kushner, 1968; Ber -~
gey's Manual, 4974; Mc Meekin, 1978; Mac Faddin, 1980)

Se escogid el medio de enriquecimiento con NaCl porgue el microorganismo
Flavobacterium es halotolerente resistiendo una concentracidn de NaCl de &%
al 20%, ademds de gua en los primeros ensayos no se aislabali dicho arganismo.

Las colonias aisladas en el medio se sembraren en agar leche a 20 °C y -
37 °C para observar la temperatura a la que se favarece la protailisis, obser
vandose mejores resultadss a 20 °C. Por otra parte, a 37 °C no se favorecs -
la formacién del pigmento, mientras que a la temperatura de 20 °C los resul
tados abtenidos fueron favorables.

Por otro lado, la temperatura de 37 °C se descartd para la incubacidn -
dado gue este microorganismo es psicréfilo, es decir, crece 2n un. rango de -

10°C - 259C, siendo Gptimo su crecimiento a temperatura amvienta. (Bergey's

Manual, 1974; Mc Meekin, 1978)
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El cresimiento de-este microorganis ituye-una pruebs

importante, ya que 1a lzcha es un medio microbioldgico:muy completo’en cuan- -

to a riutrientes; en éste, es posible observar una ampliai,gama_da'actifvidadveys

bioquimicas; es por eso, que se escogid para la realizacién de la prueba de

protedlisis para Flavobecterium. Gomo se puede observar en la tabla v, el

f:ipo de reaccifin que se lleva a cabto es la formacifn del codgulo. Este se -
produce debido a la accidn de &cidos o bases que forman un camplejo insolu =
ble de calecio~caseina, el cual puede contraerse y producir un liguidd gris o
suero. Este género no puede desdablarse la lactosa, pero puede utilizar las
protefnas de la leche coma una fuente de energfa (de carbono y nitrégera), -
produciéndoss una reaccidn alcalina.

Al sembrar el microdrganismo en Base Aga.r Sangre, utilizando sangre de -
congjo, se desarrollaron colonias circulares de color amarillo intensa, ca =
Vracteriaticas, que no se manifestaron tan claramente cuando se utilizd san -
grav de caballo. Esto es muy importante, ya que la pigmentacidn de las colo -

nias y el grado de hemilisis se favorecid con sangre de conejo. (ver anexg -
11)

La luz es otro factor importante q;xe intervi ne durante la incubacidn, ya
que cuando el cultiva se expone al co.nta:tc de ésta; el color se acentla mis.

Esto se observd en los medios de AgarSoya Tripticaseina y Agar Sangre. (Ber—

gey's Manual, 1974) -



Ademds ‘las pruebas bioquimicas aplicadas; de Simmons can la produccidn de
HZS,‘Produccién de Indol, Movilidad, Reduccidn de Nitratos, Azdcares, Gela
tina, Catalasa, Rojo de Metilo, Voges—Proskauer y Urea, apoyan las aobser -~
vaciones macroscipicas y micrnscép;tcas del microorganismo. (Bergey's Manu—

al, 1974; Lynch, 1978; Skinner et al, 1977)



CONCLUSIONES

’~1. Lé élta'carga Aorgénica en la Laguna .de Estabilizacidén se debe a Factores
tales como:

e) Existen fuentes de contaminacidn e.xterna tales como heces fecales pro
venientes del ganado que pasta en la laguna y animales {ratas princi-
palmente).

b) A la actividad.desamllada en el poblado con productos de origen ani
mal (rastras, ste.).

¢) No hay una degradacifn completa de la carga orgédnica debido a que el
oxlgeno disuelto disponible es insuficiente para que los microorganis
mos llaven & cabg las -reacciones da degradacidn.

d) £1 tiempo de retencidn para el cual fue disefiada la laguna no es sufi
ciente para permitir una mineralizacidn completa de la materia orgd -
nica.

21 El que la primera laguna haya trabajado anaerdbicamente no afecta la pre

sencia de Flavobacterium ya que €ste es un organismo anaerdbico faculta-

. tivo.
3. La presencia de Flavobacterium en la taguna de Estabilizacidn se favorece

por la presencia de materia orgdnica en ese sitio.



4. La presencia de Flauohacterium se ve limitada por la competencia de nu -
trientes con otros microorganismos como Pseudomgnas , lo cual se corro -
boré durante sl aislamiento, ya que éste Gltimo predominaba notablemante

sobre Flavobacterium.

v

Las técnicas de aislamientn modificadas que se aplicaron permiten cbtener

mejores resultados al aislar e identificar a Flgvobacterium.

a) La luz es otro factor importante durante la incubacién ya gue al ex -
poner al cultivo a ésta se acentla mds el color de las colonias.
~
b) La temperatura dptima de crecimiento utilizando las técnicas de aisla

miento (modificadas) es de 20 9C para Flavobacterium.



SUSERENCIAS PARA ESTUDIOS FUTURCS
- Deben realizarse las correciones de disefio adetuadas, construccifn en - —

paralelo, para qué las dos lagunas saporten una carga orgénica elevada y

permitan la mineralizecidn de £ste.

- Se recomienda tener un continio mantenimiento de las lagunas para eliminar

la acumulacidn de maleza y evitar la entrada de ganado en las mismas.

- Conservar tudas las estaciones de muestreo a 1o largo del estudio y tra—
bajo experimental con la f‘inalidad de poder efectuar un andlisis compara—

tivo mis real.

' - Realizar estudios de anilisis de protefnas, es importante debido a gque el

microorganisma en estudio es protenlities.

- Sembrar un mayor nimerc de muestras en Calde Bilis Verde Brillante, se —

sugiere unas cuatro por estacidn.

Para realizar un estudio mis completo se recomienda utilizar medios que =
contengan papa, ya que en este tipo de medio su pigmentacidn se favorece,

prughas bioguimicas tales como: Oxidasa, y Tincidn de flagelos.
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1. MEDIOS DE CULTIVO. ( B8BL, 1974 )

a.

Agar Caseina (Peptona de caseina purificada).
Nitrdgeng total V » .
N aminico/ N total

Sadio

Cloruros

Calcio

Him

pH fimal 7.1 & 0.2

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.

Agar Citrato de Simmons
Fasfato dihidrogenado de emonio
Fosfato dipotésico

Cloruro de sodio

Citrato de sodio

Sulfato de magnesia

Agar

Azul Bromatimol

Agua destilada

pH final 6.9 #* 0.2

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min,

12.70

30.90
"a.60
1.20
-0.65

" 20.00

'I‘.UU
1.00
5.00
2.00
0.20
15.00
0.08
3000.00

L 9 wu a o

ppm

Q9 Q@ g u Qo ua o

ml



G-

Agar granulado. )

Agar 2.00 g

Agua destilada ) ' 100.00 ml
pH final 6.9 + 0.2

Esterilizar a 15 1lbs de presidn, durante 15 min,

Agar Infusién de Cerebro y Corazén.

Infusidn de cerebro de ternera ) 200.00 g
Infusidn de corazén de res 250.00 g
Mezcla de peptonas ’ 10.00 g
Fosfato dipotésico C 2.50 g
Cloruro de sadio ' e : ; 5.00. g
Dextrosa A S 2.00 g
Agar i 15.00 g
Agua destilada . 1000.00 ml

pH final 7.4 + 0.2

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.

Agar Leche.

Leche descremada en polve (Nesbrun) : N ) 10.00 g
Agar granuladso i 2.00 g
Agar dastilado 4000.00 ml.

pH final 7.0 *
Esterilizar a 15 ibs de presidn, durante 15 min.

El agar granulads (enfriar a 45 °C), se mezcla con la leche descremada.
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- f. Agar Nutritivo.

Peptona de gelatina . ‘ 5.00 g
Extractoc de carne ds reg‘ 3.00 g
Agar 115.08 g
Agua destilada l - 1000.00 ml

pH final 6.8 + 0.2
Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.

g. Ager de Soya Tripticaseina.

Peptona de casefna L 7 - 15.00 g
Peptona de soya 5.00 g
Clorura de sodio 5.00 g
Agar 15-DOT
Agua destilada 10C0.00 ml

pH final 2.3 + 0.1

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.

h. Base Agar Sangre

Infusidn de mGsculo cardiaco . ' 375.00 .g
Peptona de carne ' 10.00 g
Cloruro de sodio - 5.0 g
Agar 15.00 g
Agua destilada T s 100(_3.00 "l

pH firal 7.3 + 0.2
Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min,
Agregar al medio estéril (45°C), S0 ml de sangre de conejo, 2stéril y

gesfibrinada por litro de medio.



i. Base de Caldo Fojo de Ferol.

Peptona da caseina ) o ﬁ.UD g
Clorura de sodio . s.00g
Aojo Fenol : . ' ‘ 0.018 g '
Agua destilada - ) 1009.06 rn.l"

pH final 7.4 + 0.2
Agregar a Asta, 10 g de glucosa, lactosa, sacamsa', maltosa, manitol o :
cualquier ctro carbohidrato de prueba. Esterilizar a 10 1lbs de presién,

durante 10 min.

j. Caldo Nutritivo . ]
Peptona de gelatina . - 5.00 g

Extracto de carne de res : h 3.00g

Agua destilada 1000,00 ml
pH final 6.9 # 0.1

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.

k. Caldo Nutritive al 10% NaCl.

Caldo Nutritivo ' 0.0 ¢
NaCl (Q.P) 10.00.g
Agua destilada ’ * 100.00 ml1

E¥terilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.
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fi. Gelatina al 7

Liguido Tioglicalato. . . 1.32:g -
" Gelatina para microbinlogia : 315 g
Agua destilada ‘ 1000.00 ml -

Esterilizar a 15 1bs de presidn, durante 15 min,

o. Leche descremada en polvo. Composicidn media.

Graga de leche e _V‘l._.DD g
Proteinas - . : 36.00 g
Lactasa - o .52.00. g
Sales minerales . - L . 8.00 g

~pH final 7.0 &

p. Medio B King

Proteasa paptona T : 1.08 g

Glicerina Lo : 0.50 g
Sulfato magnésico : ' - 0.75 g
Fosfato monohésico potdsico ) . 0.075 g
Agar Nutritivo 0.920 g
Agua destilada - 40.00 ml

Esterilizar a 15 1b& de presidn, durante 15 min,
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d.

-

Fenol’

Ferol

Agua destilada

Hidréxido de potasio. {Reactivo para Vages-Praskauer)
KaH
Creatinina

Agua destilada

Reactivo de Kovac. (Prusba de Indol)
Alcohol isoanilico ) .
p-dimatilamino benzaldehido -

HCL concentrads

Perdxida de Hidrdgeno

. Rojo de Metilo

Rojo de Metilo
Alcohal S6%
Agua destilada

5.00
95.00

40.00
0.30
100.00

150,00
10.00
§0.00

50.00

1.00
300.00
200.00

=]

ml

ml

ml_

ml



gq. hiedio liguido tioglicsizta.

Tr.iprcic;asal hap tona - 15.00 g
Cistina 0.50g.
= Dextxﬁsa 5.00 g
Extracto de carne 2.50 g
Cloruro de Sodio ‘ 0.0 g
. Tioglicolato de sodio ‘ 0.001 g
Agar ) 0.75 g
Agua destilada . 1060.00 ml

pH firal 7.1+ G.1

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min,

r. Medio SIM (Para la producci-on ds HZS' formacién de Indol y Muvi}idad
Peptona de caseina 20.00 g
Peptona de carne 6.0 g
Sulfato de hierrc y amonio 0.207 g
Tiosulfato de sodio 0.20 g
Agar 3.0 g
Agua destilada 7 1000.00 ml

pH final 7.3 + 0.2

Esterilizar a 15 lbs de presidn, durante 15 min.
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2. Colorantes. (Bailey, 1974) -

TINCION ' GRAM

a. Cristal Vibleta
Cristal Violeta (90% de contenida seco) 2.00 g
Alcohol etflico al 95% 20.00 mi
Oxalato de amanio monohidratado i 0.80 g

b. Soluecidn lugol

Cristales de yoda ' g i 1.00 g
Yoduro de potasio . 2.00 g
Agua destilada . : 300.00 mi

¢.Aléshol-Cetona {Solucidn decolorante)
Alcohol etilico al 95% - . 10.00 ml

Acetona } ’ 10.00 ml

d. Colorante Safranina

Safranina ’ ’ 2.50-g
Alcohol etilica . ) ©400.00 ml
Agua destilada ' 1000.00 ml



A SDLLEIONES

Haac:t:wus para la prueba de DEGS y 0OD. (APHA AWVIA, 'WPCF. Standar methods -

fer the examination of water and wastewater; 1981)

a. Acido Sulfiirico concentrado 36 N =

b, Alcali-iodura

Hidrdxido de sadio (NaBH) : -+ -500.00'g -
Ioduro de sodio {Nal) 135.00 g
Nitrure de Nitrdgeno (:N2 NB) . 10.00 g
Agua destilada : . 1000.00 ml
¢, Buffer de fosfatos {Amortiguadora para EGDS]
8.50 g
KHZPEJ‘1 .
' 21.75
KHZPOA . g
’ 33.40 g
Na PO | (71420)
' . 1.70 g
NHaCI ) ; ;
Agua destilada 500,00 ml
d, Cloruro de Calcio
DaG12 . ) 27.50 g
Agua destilada ) 1000.00 ml
e. Cloruro Férrico L
' © 7 p.es
FEGlB' E:Hzﬂ _ g
Agua destilada . 1000.00 ml



f. Hidrdxido de =odio {para la determinacidn- de 002).

Normalidad = 0.027
NaOH

Agua destilada

Detreminacidn de Nitratos (NO3)
Madre de nitratos
KNG,

3
Agua destilada

Patrdn de Nitratos
Madre de Nitratos

Agua destilada

Arseniato de sodio
N

aAst
Agua destilada
Brucina-dc. sulfanilico
Sulfato de Bmcine\x

Ac, Sulfanilica

Solucidn de ic. sulFirico
H_S0, concentrado
¢ 4

Agua destilada

57

-40.00

“1000.00

T 7.
1000.00

10.00
1000.00

.00
1000,00

1.00
0.10

£00.00

125.00-

g.
ml

g
mk

ml
ml

ml

o]

ml

ml -



Cloruro de sodio . )
NaCl . ) . 300.00 ml
Agua destilada L ‘IDDD.GO ml

Determinaci6n de Nitritos (NOZ)

Reactivo de sulfanilamida

Sulfanilamida ’ : 5.00 g
L . . £0.00 ml
Agua destilada ' 300.00 ml
Diluir con agua destilada . §00.00 ml

Glorhidrato de N-(1-naftil}-etilendiamina

Clorhidrato R 500.00 mg -
Agua destilada £00.00 ml
HC1 1+3

Solucidn madre de nitritos
NaNC!2 ) 1232 ¢
Agua dsstilada 1000.00 ml

Patrin de KMnO a 0.05 N )
KMng, 1.60 g
Agua destilada 1000.00 ml

58



i.

(5

Sulfata Manganosso. (para determinar OD)
aHQg S - aso0.mo
MnSD, 4, o ‘. g

Agua destilada . : . ’ 100000 =l

Tiosulfato de Sodio 0.025 N, (para determinar 0C)

NaZS,D,,\- S 0 6.205 g

3 2
Agua destilada 1000.00 ml .

Reactivos parz las PRUEBAS BIOQUIMICAS. (Bailey, 1974)
a, Acido Sulfenilico (reactivo I para reduccién de NG;)
Acido Sulganiico 0.50 g

Acido acético al 30% 50.00 ml

b. Alfa raftil amina (reactivo II para la reduccidn de ND; ).
Naftil-amina 0.0 g
Acido acético 150.00 ml
Agua destilada 50.00 ml

Alfa naftol (Pruebas de Voges—Prokauer)

a

Alfa naftol 5.00g

Alcohol etflico absoluto ) 100.00 m}
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