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1) INTRODUIVCCION.‘

Lc ccﬂvudcd humana ha propucu:do que se Ileve a cobo un desorrollo

Industncl acelerado, este desorrollo hc |levodo de Ic mcno Io generocnon’ ‘

de diversos compuestos quumlcos que couson contomlnomon omblentol

En nuesfro pcls no exnsie unc cdecuodo regulccron acerca de la descorgo s
de cnertos sus’roncms al. omblente Io que hc: ocoslonodo un deterloro de Ios =

ecosstemcs.




Porc esfudlor a Ios mlcroorgonlsmos con esto ccpccadcd'_es necescmo .

obtenerlos delvcmblente es deC|r cuslcrlos y pos1erlormeme ccrcctenzorlos ‘ ]

: Nconocer‘ si

: verdoderomente servirdn pclro ellmnncrlo. _‘ ' s

Existen vpl"d_‘clubvc‘v:fos,iéokho: los'v‘ In'hyiybid'okres dé‘ H‘ardfdclén de Ar&:illcs"qué son

uﬁlizddos co'fn" cdmvos' de Ios 'flutdos pcrc Ic perforc:(:non de pozos

petroleros estos pueden 1ener contocfo con’ el suelo cuando se desechon

vicrobiologia ™.

Noc;oncﬂ ’Auton’omq de Mexnco,"c.:on apoyo del proyecto EI’E'S%_97-O3-I.? . i
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2) ANTECEDENTES -
2.1) Flbuidos‘dek perforacion

Lo perforocuon de pozos es.una. cchvudcd comun en Io obTenmon del-

petroleodE 2 lsTe, aide pe orccron _mcs emplecdo es 'ro ctorlo Y estou :

feno‘- del pozo pcro . con’nnuor

o Lubrncccuon de orrenc y de Io cuerdo de perforocnon

o Enfncmlenfo v limpieza de lo borrenc )

o ReduCcic’:n de Iq,friqc;ién\’env el“pozo pel_'forcdb .
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(o]

perforacion, | por ;16 qu

problemas’

lo_que réquieren’. -

» de_y cdmvos

Ubricante, anticorrosivos e inhibidores de

) hidrotdé:iéh_ de arcillas, entre otras funciones (Blond,"l'??'é}); B




nfran como-aditivos en -

clioso; ‘sus.

: Los \Inr\iibidores de hidr’c:tocic’)n.i_de kc“ré'lllcvs‘ sebi:lcsiﬁcon.’de‘c}cue'ryfcjc:)jid ic )

a.:de’susicomponentes en: catidnicos, con. polimeros .

féxféos, Yy dyliomente biodegradables aunque

- pueden aumentarla qhnldod‘dé‘I sifio donde se descargan.

* Los polimeros anfdteros : (poliaminodcidos) son similares y fienen la.ventaja

s incluyen a Ios glicoles, polioles , alcohol polivinilico, -




no |ncremen1en la toxncndcd de dichos fluidos, cumpliendo- asi con los
requenmlentos de la EPA (Enwronmeniol Protection Agency) (Burke y Vell :

1995).

2.3) Imporfonc:o de Ios mlcroorgonlsmos en la b)bdegfadqéién . de

compuestos xenobfohcos

En el desarrollo de lo petroquumlco se generon de mcnero mevnoble

de: crrollcdo fecnologlos Fisicas; qUih'wi‘cqs Yy

o ~‘b|olog|cos parar estcblec:er lc ccl dod del omblente {Li, 2000). -

Ld biodegradacion::de” ;xendbié'ftic‘fo‘s‘ : como - los hidrocorburo§ : p_br :

poblaciones. naturales. de . microorganismos, ‘es una de. las principales




maneras de eliminarlos. de los sitios contaminados.” NUmerosas bacterias

presentes demo e “es ‘de ‘d‘égrvdd__d“r :

algunos Xenobidticos por estd razdn tla'bioremediacion’se’ha considerado

lodos,.-agua

microorganismos.

Una manera de acelerar la destruccion.de.estos compuestos es inocular el

ambiente con microorganismos: que'se sabe de antemano metabolizaran

los contaminantes presentes:

Otra opcidn ‘comesponde. al uso de -,mi‘croo‘r’gcnismbsfmddiﬁcodos

genéticamente que se disefiaron para acelerar o’ biodegradaciéon de

- c:‘er'\b'Uestds que se biodegradan léntomeﬁjé'd' v iu’j_er‘dylizodos
eh: ld ‘nvct‘L’Jrolezc. No obstante se débe:éontemplcr que:al cgréééf i:épos
se‘IeCC‘i”ong’d‘gs de otros ombién.tés‘ mod}ﬁcd»d___osv :
f»ge:nkéﬂ'céc.'ﬁféht:e:q Iofhdiurvolezﬂc': esto: : ‘cjlméj’fi'cjzc';sr :
: diysﬁnfo's,k? competencuc Toique prébdbléhﬁénte
limite su fc:i:t’js}idaé’(Gondsteiﬁ_ 1985 ' b




Razdén por Ic que se con5|derc mdas : recomendcble utilizar cuitivos

ennquemdos de ' |croorgon|smos curoctonos que tengon la capacidad

‘ pofencucles

Tomblen

de nulnenies morgcnlcos




na.autdéctona conla”

: be'PUedé :esﬁm'UIOr la

y Velasco, ‘?_O0,0)'.‘,‘

microbidlogos.. “han - aislado, -

identificado 'y seleccidnads d I,os;mlcroorgonisfmos autdetonos que se han

Cdobtddofo ‘,ld:presencicl de onfcmi’nérﬁes,‘ enfre ellos - los IHA (Ruiz,v'

200]) Esfos se hcn. ivel de 'ldktsord‘forio pord llevar a ccbo:ld

restcurocnon de un smo y sec ’nllzondo cl consorc«o completo o mezclcs

funcionales de mlcr Ue hcn Sldo aislados -a pornr de un

consorcio (Van Hamme y.Odomeru;

De este modo: la‘biorremediacidn: se def|ne,éomo"I'c‘:i'(élir'hinoaonj de

contaminantes como'los: hidrocarburos 'y ‘sus-productos ‘de suelos ‘o cQU_qs TR



2.4) Definicidn de Consorcio

Grupo mulhpobloaoncl boctencno que se beneﬁcno de lo cooperoaon ya

que puede occeder o recursos que no 'pueden ser uhllzcdos de la misma-

formc: por poblocuor_)es lndlv'ducles, en estos consorcnos tcmblen existe una

defensa colectiva :co‘ur‘\utro;l lrjtégonlstcs o qqe oumentc su capacidad
de sobrevivencia.
Lo actividad de" estos  consorcios ‘es fundomeht'ol en la naturaleza en

donde la degrodocion de po!lmeros orgcnlcos ‘es efectuodo por la accidon

Ios celulos tengcn :

oMy el Uso de nuevos

niveiés de

Estos - grupos . son  sistemas cti “idiferentes

e compuestos smtehcos a ;

““encuenfran aso

Lo dependenci

presenta cuando




demds bccierios,l 'por e]emplc, cucndo compuestos comple]os son

tronsformodos a moleculos mas stmples que despues cons'muyen sustrotos

cultlvcdos Uno vez que ser ho obtenldo

a ,conocer sus coroc'rerlshccs fcnto mocroscoplcc como mlcroscopicos y T

Ilevor o cobo Io ldenhflcodon. o

La lden’nflccqon de Ios mlcroorgon mos p

dlferemes mefo os como Io cmphflcccnon

es secuenclcdo. ‘Los .dvqtosv. o,btenld_;:is_‘de lg{




con RNA de especies ¢on¢cidqs contra la base de datos NCBI web service

(Yusiey Cbrtﬁelld.?OOd) G

hibridacién cruzcdo

reasociacion de DNA dest

Esta técnica se basa en-’,él hecho'de que especies mlcroblcpds.dlferentesf

tendran distintas proporciones de! estos nucleo.f.idos;(Koz»dr‘oj an Elsas,

2001).

Otro mefodo consnsfe en conocer lcls ccrocferlshcos mefobolncc del.

mlcroorgcnlsm >

as ,cucles‘ B




|nd|codor presenfe en eI medlo olguncs de esfc:s enznmos no son

consMuﬂvos es'decrr se lnducen de ccuerdo c: Ios condlcnor\es de la:

pruebc' su los enzimas probodcs son constituhvos como lc cctolcsc y lc

ox1dc:sc: se obhenen resultados’ consmientes (Bcscomb 1980)

Pcrc uncl |denhf‘c0¢|on mds completo se obhenen Ios perflles bloqulmlcos

de |os bocterlos clslcdos

,'Los susfrcfos enznmoncos quimicos desecodos en cu' Ulos plcsﬂco

Blomerleux) son utilizadas pcrc Ic |dent|f|cc|cuon dpida

‘desconomdcs. Cuando se cgregc una suspension de ceélulas’ bacterianas a:

: Vlc comorc de reccc:on, el susfrcto ‘es’hidrolizado'si la enzi

obtener perfiles de actividad enzimatice

sta presente.




En el presénte eéfu'djo sé Utiliz6 el API'ZYM (Biomérieux), este sistema permite

estudiar las siguientes enzimas: - -

' Fosfcndscs: iz«,

- Alcchno Cotcllzc Io rupfuro de enlcces ester a un pH de 9 a10.5.°

ACIdO Cctoltzo la rupturo de enloces éster a un pH de 4 S5a7.

Esferoscls y Lipcs"

do eI grupo o




- B- glu005|dosc H|dro|15|s de enloces B glucosidicos.

- N- cncetll B glu osommldcsd Hldrohsls d enlcces B glucosudlcos

- a—monosrdoso:iRupfuro €. uniones N-ghcosndlccs de mcnosc.‘

- a-foc%osidoso: Ruptura de.la estructura de glicoproteinas

cnshnc.

Fosfohidrolasa: -



del Alcmo 2001 Herncndez y ngson, 1991 Yusie y Corbellc. 2000;

Steffensen y Alexonder, 1995 Goldstem et al: 1985) En fonio que para los '

"f»lnhlbldvores d »on Ios productos que se,

B estudlcln er eportado;la: presenCIo de Bacxllus,

2.6 Estu lacién de Arcillas

los - hace poco

f cc:o‘n' de pozos petroleros en

qmbieht}olkque puedan causar al ser’

En Méﬁg’ic':o_:r_'io‘e' sh bic degrodobuhdcd de los’

Inhibidcﬁfés de Hidratacion.de Ar sados’en:los f|u|dos de perforocuon

Los' .Unicos -an

, elcborddbs’_ipo_r ilquF_f \!




(Orgonlzchon for Economlc Cooperchon cnd Developmem) en Esfcdos

Unidos y Europo respechvcmente (sz, 2001)

De ahi. la i mformccton ocerco de Ios‘

microor‘gcnisrr'ioé" aces de blodegrodor c Ios IHA dlsminuyendo csn la

p05|b|I|dod de couscr dono ol omblenfe



3) JUSTIFICACION

Consxderondo Ic consfonte utlllzcdon de los fIUIdos de perfora<3|on Yy de los

lnhlbldores de i rctcmon de A

rcﬂlcs como cdmvos asi como Io :

OBJ ETIVO GEN ERAL

Alslc:r y ccrc e as bacterianas capaces.de b

|nh1b|dqres de hidratacion dé ‘drcillqs (IHA)’. :

OBJ ETIVOS PARTICULARES

o Enrlquecer Ios consorcios blodegrcdodores de. IHA.-
o' Alslor Ios muc:roorgonlsmos copcces de blodegrcdcr IHA
Idenhflccr Ios microorganismos ccpoces de blodegrcdcr IHA.

- o Verificar biodegradabilidad de |HA en cultivos pkuvros._'



Enriquecimiento”

del consorcio

D{IAGRAMA. DE TRABAJO"

Resuambro en medlos
s especmcos
1 (Alslom|enfo Prlmc:rlo)

o s ‘Sabouraud :
o Bocferios) : A Hoqgos) 5

TSA

Aislamiento
secundario y
terciario

Caracterizacién,

s

Cultivos’
puros

Subconsorcios’:

Perfl

v

Caracterizacién

primaria
v

Identificacién

enznméhco

- =% | Comprobacién
-de ‘actividad
biodegradadora




4) Materiales y métodos

Enriquecimiento de Cohs'orc[os’Biodegrododores de HA,

En el pr»eﬂsehvfe»:e’s'mdio se_utilizaron dos inhibidores de hiardfdﬁ;ién"de o_ly'cilllb'cs_

“en base agua; de natu o polir en

ml.de K'o de'G'como fuente de

e perforacion o suelo de.

1dos en refrigeracion’ por. un

52 provenian directamen




A los consorcios,Kl y Gl se. Ies recllzo el segutmlento de Ic curvo de '

crecnmlenio e Ie hlcieron Iecturcns de obsorbencnc a Ics 24 48

96, 168 ‘216 horas a 60'nmven un espectrofofometro Ulfrospec 3000 y se

'grof‘lcoron ) Microsoft Excel ,’ k

tém‘p‘erdium ambiente por. 7. dias.

o' Seleccidn de colonias .-

En el descrrollo obfenldo se procedlo a. observcr Ios dlferencucs de

LA las” colomcs seleccioncdcs se’ Ies asignd.

denommocuon del consorcno;de .F?’O"‘d ¥



y se procedid d efectuar de cada una los frotes.y observaciones

correspondientes.... L : S e e

observclc10n', mlcroscoplcc en fonfo J

: conservcronjen refrlge(qclor)'.

Alslamiento sécundario”

Se hIZO a pc:rhr de |OS colomos descrrollcdcs en TSA, Ios“cuoles se

suspendleron en SSI de esto suspensuon se trcmsfmo 1 mL c 9 mL de SSI Este '_

procedlmlenfo se" repmo hostc obtener una dllUCIOn de" lxlO -5 'De Ics 1res ‘

; ulflmos dnlucnones se tomd 0. ] mL‘ se coloco en lo superflcte de plccos de

TSA se extendlo con . un cngulo de Dlgrolsky y se mcub o 32°C por 24




,horc:s, despues de las cucles se observaron nuevamente las caracteristicas

ycolonlcles y mICI'OSCOpICOS. :

‘Aislamiento Terciario

Con ccdo colonlo de morfo|og|o dlferente seyrepmo Ic suspenston

-y Clas: observociones

) mowlldcd

23



Identificacién

Las colonlas purcs se ocilvoron ‘en TSA se conf‘rmo Io purezo medlonfe,

AP ¢odq_ cepa se activé en Un medio rico (TSA] y s& Incubd a 32°C por 24 - ‘

horas..

Con el

crecimiento’ obfenido: ‘se prépdraron. suspensiones. “con - una:.

cu'ello',,se incu

‘utlllzoron los revelcdore equeridos’en el_nnstruc’nvo




Para lc: |denhf|coclon de los cepc:s se uhllzo eI soffwore API Lcnb plus V 3.3.3.

con el que se obhen el perfll numenco ‘a porhr del cucl el progrclmcl

proporcnonc el genero y.la especue m|crob|cno con: un porcentcje de

conflcbllidod




Perfil enzimdtico de los subconsorcios

En los subconsorcios lo ccrcctenzccton se Iimité c Ic descnpcton

~morfolégica y se complemen'fo con el perfll de enznmos consmutlvcs para

lo cual,: cada- subconsorqo se ‘ochvo en TSA (24 horcs Y 32°C) Yy

postenormenie se lnoculo en Ic golerlo API ZYM (Blomeneux)




5) RESULTADOS Y. DISCUSION

EnriqUec_:ihﬁié_-Hfo dec ; hsbr’ ,os',biode_‘g(adodc{res;de HA .

‘microscopio después’d

* microorganismos.agripados, di

tanto'que G mostré una fase de

de 48 horas.

27




Grdfica 1. Curva de crecimiento del consorcio K1

Consorclo K1
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Grdtica 2. Curva de crecimiento del consorcio G1
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Aislamiento de h')icrdo@onismos cbpoces de biodegradar IHA

Atslomlenfo p m' no y conflerCIon de Ic uhhzacton de IHA en Ios colonlos’

selecc:onodas

En las tcblcs 1 Y >2>A-v'sei'h'1desﬁ'c}i

seleccuonodos en el cnslcm|ento primario.:

colonios 'fueron* capoces de desarrollars

n‘el presentefrabgjo'sdlo

las - cdchferiéticas' de las: ,cdlbhicls‘

En &stas se observ que’. ‘rodcs Ics k




tamafo de las ébléhiqs. En tanto que en TSA's'e ‘presentd mayor desarrollo'y ‘

" bacterias,

Con5|derondo que. la daferencncaon de. colonlcs es moyor en. TSA se deClle

empleor esfe medlo en |as siguientes efcpos de cnslomuenfo




Tabla 1. Resuliados de la comprobacién de la actividad biodegradadora de
IHA de 17 colonias seleccionadas en el adislamiento primario.

COLONIA | MACROMORFOLOGIA MICROMORFOLOGIA
K1l Puntiforme, filamentoso, Bacilos G(+) y G{(-)
K12 plana, butirosa, blanca,l mm. |Bacilos G(+) largos y cortos
K13 Bacilos G(+) 2 tamarfios y G(-)
K14 Bacilos G(+) 2 tamanos y G(-)
K21 Puntiforme, entero, plana, Cocobacilos y bacilos G(-)
K22 butirosa, blanca, 1 mm. Cocos G(-)
K23 Bacilos G(-)
K24 Bacilos G(+) v G{-)
G11 Puntiforme, ondulado, plana, |Cocobacilosy bacilos G(+)
=13 lg;:ggsyai)(t))llgzct?acﬁsnp;?:;ig’ L gf(,f)obacilos y bacilos G(-}, bacilos
Gi3 2 mm. Bacilos G(+) 2 tamanos y G[)
Gl4 Bacilos cortos y largos G(+)
G15 Bacilos G(+) y G(-)
G16 Bacilos G(+} y G(-)
G21 Puntiforme, entero, plana, Bacilos G(+)
G22 butirosa, blanca, 1 mm. Cocos, cocobacilos y bacilos G{-
G23 Bacilos G(+) y cocobacilos G(-)




Tabla 2 .Resultados del aislamiento primario. Caracterizacion de 17 colonias
desarrolladas en TSA.

COLONIA

MACROMORFOLOGIA

MICROMORFOLOGIA

K11

Circular, entero , convexa, mucoide,
blanca, centro oscuro, 2mm.

Bacilos G(+) y G(-)

K12 Circular, entero, convexa, mucoide, Bacilos cortos y largos G(+)
blanca, 2mm.

K13 Circular, entero, convexa, butirosa, Bacilos G(+) 2 tamanos y G(-)
blanca, 2 mm.

K14 Puntiforme, entero, convexa, mucoide, | Bacilos G(+) 2 tamafnos y G(-)
blanca, 1mm.

K21 Puntiforme, entero, convexa, mucoide, | Cocobacilos y bacilos G(-)
crema, 1 mm. -

K22 Circular, entero, convexa, butirosa, Cocos G(-)
amarillo intenso, 2 mm.

K23 Puntiforme, entero, convexa, mucoide, | Bacilos G(-)
amarillo claro, 1 mm.

K24 Circular, entero, convexa, butirosa, Bacilos G(+) y G(-)-
amarillenta, 2 mm.

G11 Puntiforme, entero, plana, mucoide, Bacilos y cocobacilos G(+) |
blanca, 1 mm.

G12 Circular, ondulado, rugosa, butirosa, | Cocobacilos y bacilos G{(-), bacilos
blanca, centro mas oscuro, 1.5 mm. G(+) o

G13 Circular, entero, convexa, butirosa, Bacilos G(+) 2 tamafios y G(-) - ..
blanca, 2mm. o

G1l4 Circular, entero, convexa, mucoide, Bacilos G(+) largos y cortos -
blanca, 2mm.

G15 Circular, ondulado, rugosa, butirosa, |Bacilos G(+)y G(-)
blanca, 2 mm.

G16 Circular, ondulado, rugosa, butirosa, |Bacilos G{+) y G{-)
crema, 2mm.

G21 Circular, entero, plana, butirosa, Bacilos G(+)
amarillenta, 1-2 mm.

G22 Circular, entero, convexa, butirosa, Cocos, cocobacilos y bacilos G{-)
crema, 2mm.

G23 Circular, entero, convexa, mucoide, Bacilos G(+)y cocobacilos G(-)

crema, 2mm.

32




Aislamiento primario, secundario y terciario

En la Tob]cl 3 se muestrcn Ics cloves de los subconsorcios Y Cultivos puros que o

se obtuweron en' os‘dlferen’res etcpcs de alslomlenfo En esfc se observo que -
en,'_el cuslclmlent‘
g conSbrcno_ K1;

En la segunda ultados: -

das en las colonias

Segregc:cuon de tipos.de ‘colomos a porﬂr de 7 de Ios olslomlen’ros

Las: caracteristicas _’defollcdcs de éstas, se descrlben en la

“‘Respecto’al primer inciso eS‘conQéniente hacer hincapié en el hecho de que
durohte.,eIonslomlentopnmcno‘. solo K21, K22, K23 y G21 mostrc:ron un solo

B hpo de morfologlo mlcroscoplco y aparentemente correspondlcn a cultivos

purcs, d,e 'estos, solo G211 conshtuudo por bclcﬂos Grcm posmvos fue copcz de




descrrollorse en Io mgunentes resnembrcs, en Tcnnto que Ios otros, asi como G22

conshimdos por'boctencs Grc:rn negcmvcs no se! escrrolloron En‘estos 4»

Ccasos se proc‘:'edio a regresar. a los subcultivos conservados enTSA:y 301°AL los &~

unhzcr tensoochvos.




Tabla 3. Claves asignadas a sulbbconsorcios y cultivos puros obtenidos a partir
de los consorcios K1, K2, G1 y G2.

CONSORCIOS | AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO TERCIARIO
PRIMARIO SECUNDARIO
K1 K11 Klla Klla
K1l1b K11lb
K12 K12 K12aa
K12bb
K12cc
K13 K13a K13aa
Ki3ab
K13ap
K13b K13ba
: : K13bp
|K13c: - K13ca
- K13cb
K14 :|K14a - Kl4aa
AN Kl4ab
R Kldac
Kl4b K14bp
o Kl4bb
Kld4be
Kldc Kldc
K2 - K21 Sin desarrollo Sin desarrollo
: K22 Sin desarrollo Sin desarrollo
K23 Sin desarrollo Sin desarrollo
K24 K24a K24aap
K24abp
K24b K24b
K24c K24c¢
G1 Gl1 Glla Glla
G1l1b Gllbp
Gllbb
Gl12 G12 G12
G13 G13a Gl3ap
G13ab
G13b G13b
G14 G14 Gl4ap
G14bp
G1§ G15a Gl5aa
o G1l5ab
G16 ... G1l6a Gl6aa
ER Gl6ab
G16b G16bp
: G16bb
G2 G21p G21p G21lp .
G22 Sin desarrollo Sin desarrollo
G23 G23p G23p
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El subconsorcno G12 obtenldo en Io prlmerc etopc de cnslcnmlento asi como

Kilb, Kl 4c, K24b K24c, G] la y Glab procedentes del cuslom|ento

secundorlo presentcron Ics mlsmos ccrcctenshcos descrltcs en los toblcs 2y .

4, por lo qpe ‘en losvtqblos 5 ‘y 6 solo se describe la' morfologia colonial y,= L

microscépica’de o
bacterias Gran

-Enresumen,c

negativas y en un solo.caso se presentaron bacilos y cocobacilos’ G_rom

negativos,”
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Tabla 4.Resultados del aislamiento secundario. Caracterizacién de 18

colonias desarrolladas en TSA de los consorcios K1 , K2, Gly G2.
COLONIA | MACROMORFOLOGIA MICROMORFOLOGIA
Klla Puntiforme entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaifios y pocos
mucoide, blanca, 1mm. bacilos G{-)
Kllb Puntiforme, entero, plana, Bacilos G(+) de varios tamafos,
butirosa, blanca, 1mm. algunos con granulos
K13a Circular, ondulado, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-)
butirosa, centro rosa, borde
crema, 2-3mm.
K13b Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-)
mucoide, blanca, 2-3 mm.
K13c Puntiforme, entero, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-)
butirosa, blanca, 1-2mm.
Kl4a Puntiforme, entero, plana, Bacilos G(+) y bacilos G(-)
butirosa, blanca 1-2 mm.
K14b Puntiforme, entero, convexa, Bacilos G{+) y bacilos G(-)
butirosa, blanca, 1-2 mm.
Kldc Puntiforme, entero, convexa, Bacilos G(+) ¥ bacdos G(- )
butirosa, blanca, 2mm.
K24a Circular, entero, plana, mucoide, |Bacilos G(+) de dos tamanos 2
blanca, 2-3 mm.
K24b Circular, entero, convexa, Bacilos y cocobacilos G(+).
mucoide, blanca 2-3 mm.
K24c Circular, entero, plana, mucoide, |Bacilos G(+) cortos y largos.
crema, 2-3 mm. -
Glla Puntiforme, plana, entero, Bacilos G(+) desteniidos de dos - -
mucoide, blanca, Imm. tamarnos, extremos redondos
Gll1b Circular, ondulado, plana, Bacilos G(+), extremos redondos y G(-)
mucoide, blanca, 2mm. formando cadenas y con extremos -
redondos
G13a Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) ¥y G(-)
mucoide, blanca, 2mm.
G13b Circular, entero, plana, mucoide, |[Bacilos G(+) y G(-) cortos
blanca, 2mm.
Gl6a Circular, entero, plana, butirosa, |Bacilos G(+), G(-) y cocos
crema, 2mm.
G16b Circular, entero, plana, butirosa, |[Bacilos G(+) de dos tamafios
blanca, 2mm. :
G23 Circular, entero, convexa, Bacilos G(+)

mucoide, crema, 2mm.
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Tabla 5. Resultados del aislamiento terciario. Corocfenzocnon de 13
subconsorcios desarrollados en TSA.

COLONIA|{ MACROMORFOLOGIA MICROMORFOLOGIA

Kl2aa Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de dos tamarnos, extremos
mucoide, crema, 3mm. redondos, con granulos y en cadcnas

largas

K12bb Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamafos, extremos
mucoide, crema, 3mm. redondos

Kl12cc Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamanos
mucoide, crema, 2mm.

Kl13aa Circular, entero, convexa, Bacilos G(+), con granulos y esporulados
mucoide, crema, 2-3 mm. y G(-})

K13ab Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) , con extremos redondos y
mucoide, crema, 2-3 mm. en cadenas y G(-)

K13ba Puntiforme, entero, convexa, Bacilos G(+) , esporulados y G(-)
mucoide, crema, lmm.

K13ca Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de¢ dos tamarnios, extremos
mucoide, crema, 2-3 mm. redondos y algunos esporulados

K13chb Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) cortos, extremos redondos y
mucoide, crema, 2-3mm. G(-) en empalizada

Kl4aa Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) con granulos de 2 tamanos
mucoide, color crema, centro
claro, 2-3 mm.

Kl4ab Circular, entero, convexa, Bacilos G(+), extremos redondos, con
mucoide, crema, 2-3mm. granulos v G(-)

Kl4ac Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaios, con
mucoide, crema, 2mm. granulos

K14bb Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamanos con
mucoide, crema, 2-3mm. granulos y esporulados

Kldbce Circular, irregular, convexa, Bacilos G(-) cortos y largos

mucoide, crema, 2-3mm.
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subconsorcios desarollados en TSA.

Tabla é6.Resultados del aislamiento terciario. Caracterizacion de 7

I COLONIA

MACROMORFOLOGIA

MICROMORFOLOGIA

Gl1lbb

Circular, irregular, convexa,
mucoide, crema, 2-3 mm.

Bacilos G(+) de dos tamafios, extremos
redondos y sin agrupacién

G1l13ab Circular, irrcgular, convexa, |Bacilos G(+) de dos tamanos
mucoide, crema, 2-3 mm.
G1l5aa Circular, irregular, convexa, |Bacilos G(+) de dos tamanos, extremos
mucoide, crema, centro mas |redondos y sin agrupacion
oscuro, 2-3 mm.
G15ab Circular, irregular, convexa, |Bacilos G(+) de dos tamanos, extremos
mucoide, crema, 2-3 mm. redondos y esporulados
Gl6aa Circular, entero, plana, Bacilos G(+) y G(-) extremos redondos cn
mucoide, blanca, 2-3 mm. cadenas cortas, cocos G(-) en racimos
pequernos
Gl16ab Circular, entero, plana, Bacilos G(+), largos y cortos, extremos
mucoide, blanca, 2-3 mm. redondos y sin agrupacion y G(-) cortos,
extremos redondos y sin agrupaciéon
G1l6bb Circular, irregular, convexa, |Bacilos G(+) largos esporulados y cortos con

mucoide, crema, 2-3 mm.

extremos redondos y sin agrupaciéon

Caracterizacion primaria de cepas puras

En la tabla 7 se presenfcn lcs corccferlshccs mccroscoplccs Yy mlcroscopicos' S ‘

_K13bp.. K14bp); do

Gl4ap. Gl4bpy.G

catalasa positivas

de Ics 12 cepcs cuslcldo ’osn ,c )
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Tabla 7. Caracterizacion primaria de 12 cepas puras.

CEPA MACROMORFOLOGIA [ MICROMORFOLOGIA

K13ap |Circular, entero, Bacilos G(+) con granulos,
convexa, butirosa, esporulados, cadenas
blanca, 2 mm. cortas, 3um/1.5um

K13bp |Circular, entero, Bacilos G(+) destefiidos,
convexa, mucoide, esporulados con extremos
crema, 2-3 mm. redondos y en cadenas, 3-

4um/1.5pm

K1l4bp |Puntiforme, entero, Bacilos G(-), con extremos
convexa, butirosa, redondos y sin
crema, 1 mm. agrupacion, 3um/1.5pm

K24aap | Circular, irregular, Bacilos G{+) largos con
convexa, mucoide, granulos, extremos
crema, 3mm. redondos y esporulados, 3-

4um/1.5um

K24abp | Circular, irrcgular, Bacilos G(+) largos con
convexa, mucoide, granulos, extremos
crema, 3mm. redondos y esporulados,

B 3-4pm/1.5um

G11bp |Circular, irregular, Bacilos G(+), con granulos

: convexa, mucoide, y en cadenas, 3pm/1.5um

. crema, 2-3 mm.

G13ap |Circular, entero, Cocobacilos G(+), con

o convexa, mucoide, extremos redondos,

: blanca, 2mm. 1.5um/1.5um,

Gl4ap |Circular, irregular, Bacilos G(+), largos y
corrugada, mucoide, anchos con extremos
crema, 2 mim. redondos, 3-4pum/1.5um,

Gl4abp |Circular, irregular, Bacilos G(+), con extremos
corrugada, mucoide, redondos y en cadenas, 3-
crema, 2 mm. 4pum/1.5um

G16bp | Puntiforme, entero, Bacilos G(+} con extremos
convexa, butirosa, redondos y cadenas muy
crema con centro largas, 3um/ 1.5um
transparente, 1 mm.

G21p Circular, ondulado, Bacilos G(+) desteiiidos
convexa, mucoide, con granulos, esporulados,
blanca, 2-3 mm. 3-4um/1.5pm ,

G23p Circular, ondulado, Bacilos G(+) destenidos

convexa, mucoide,
blanca, 2-3 mm.

con granulos, esporulados,
3-4um/1.5um




Identificacion

Considerondo el Grcm Y lo presenc:lo de esporos se procedlo a consulfcr

Ic seccron 13 del Bergey s Mcmuol of Systemohc Bocterlolog en lo :que sey-

pruebas eféél‘g

las 61 pruebas realizada




El Can|ISIS del perfll bloquumuco con el soffwore APl lob plus V3 3 3 permmo la:

1denhﬂcoc:on con Un grodo de conf‘oblhd ¢ sup no Vcl"95% de 6 de los'

cepcs que corresponden a:

K13ap :Bacillus licheniformis
K13bp - Bacillus licheniformis
‘Gllbp  Bacillus licheniformis
Gld4ap Bacillus subtilis
Gl4bp Bacillus subtilis
Glébp Bacillus licheniformis .

unlccmem‘e fuercn lden'ﬂflccldcs como mlembros del genero Bcc:llus ,‘i k




Tabla 8. Resultados de las pruebas de identificacion con las galerias API 50 CHB y 20E
PRUEBA K13AP | K13BP | K24AAP | K24ABP { G11BP | G14AP | G14BP | G16BP { G21P | G23P
Glicerol (S0CHB) + + + + + + + + + +
Eritriol - - - - - - - - - N
D-arabinosa - - - - ~ - . N . B
L-arabinosa + + + + + + + + . B
Ribosa + + + + + + + + - -
D-xilosa + + + - + + + + - -
L-xilosa - - - - - - - . N
Adonitol - - - - - - - .
[\ wmetil-xilosido - - - - - - - - N N
Galactosa + + - - - - - + N -
O-plucosa + + + + + + + + - -
D-fructosa + + + + + + + + + e
D-manosa + + ¥ + + + r + -
L.-sorbosa - - - - - - - - - -
Ramnosa - + - - + - - + - -
Dulcitol - - - - - - - - - -
Inositol + 4+ + + + + + + - -
Manitol + + + + + + + + + +
Sorbitot + + + + + + + + -

« metilD-manosido - - - -~ - - - - -
« metilD-glucosido + + + - + - - + - .
N-acetil glucosamina - + - - - - - - . B
Amigdalina + + + + + + + + - -
Arbutina + + + + + + - + - -
Esculina + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + .
Celobiosa + + + + + + + + - -
Maltosa + + + + + + + + - -
Lactosa + + - - + - - - - -
Melibiosa + + + - - - - ry - N
Sacarosa + + + + + + + + - -
Trehalosa + + + + + + + + - -
Inulina + + + + + + + + - -
Melecitosa - - - - - - - - - .
D-rafinosa - - + + + + + + - -
Almidén + + + + + + + + - .
Glicégeno + + + + + + + + . N
Xilitol - - - - - - - - - .
ji-gentiobiosa - - + + - - + - -
D-turanosa + + + - + - N + - N
D-lixosa - - - - - - - - - .
D -tagatosa + + - - - - - - . -
D-fucosa - - - - - - - - - .
L.-fucosa - - - - - - - - - -
D-arabitol - - - - - - - - - N
L-arabitol - - - - - - - - . B
Gluconato + + + + + + + + - +
2-cetogluconato - - + + + + + + + +
5-cetogluconato - - - - - - - - . N
ONPG (20E) + + + + + + + + N N
ADH + + + + + + + + + +
LDC - - - - - - - - + +
[o]s]e3 - + - + - N - + +
Citrato - + - + + + + - +
Acido sulfhidrico - - - - - - - - - -
Urea - - - - - - - - +

TDA - - - - - - -

indol - - - - - - - - - -
Voges-Proskauer + + + + . - + = - Y
Gelatinasa + + + + + + + + - -
Nitratos - + + - - - - A - -
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Por oircl porte I|cmc| lc: ctenaon que cepcs Identlflcodcs como Bactllus

hchenlformls presenton dlferen "c:s en a pruebc de‘ Voges Proskcuer (VP) lc

mplan.criterios ,‘bos'icos

’ Wolf y)Borker (Kuhnlg y Bors’r 1985)

Con bcse en o cn’renor porc las cepas no ldenhfnccdcs se decididé aplicar la

En la tabla’ onk‘:‘dos'cepcs de
referencia y los-4-cepas-que:n ddos por el sistema APL. La
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comparacién de los resultados con el esquema de separacién de especies:

propuesto por Wblf,y Barker {anexo 4 ) perrﬁifié identificar a las cuatro Cépds

como Bacillus cereus.

Tabla 9. Resultados de la marcha de Wolf y Barker

PRUEBA B.susriLis | B.ricHeniFormis | K24AAP | K24ABP | G21P| G23P
Espora oval + + + 4+ + Iy
Crecimiento a pH 6 y - - - - - -
60°C

Crecimicnto con - + + + + +
glucosa cn

anacrobiosis

Lecitinasa - - + + + +
Acido a partir de + - - - R Z
glucosa con amonio

Voges Proskauer + - + + + +

En ia tabla 10 se exponen los resultados de la tercera serie de pruebas de

identificacion que coresponden a la marcha de Gordon la que permitid

separar a las cepas como se indica en la figurc 1.con lo que se logré rc:’riﬁccr

la especie de 4 de las cepas prewomenfe |den1|f|cc|dcs (K]Sop, Kl3bp G21p

y G23p). en ic:nto que pcrc Ios oiros seis Ic ldem‘lﬂcocnon es confusc.

45



Figura 1. Marcha de Gordon (1977)

. CATALASA

\ (-]
‘ No se siguio por que

todas las cepas en estudio son
catalasa positivas.

{+) (Ki13ap.K13bp, K24aap, o ({-)
K24abp,G14bp.G21p.G23p) " - B - {Glibp. Gl4bp, Glébp)
Desarrollo en agar, S ' ' Desarrollo a 65°C
en anaerobiosis

[ +} (K13ap.K13bp, K24aap: .
K24abp.G14bp.G21p.G23p} . {+) R A

Desarrollo a 50°C Hidrolisis de almidon B.stearothermophilus Hidrolisis de
AImiden Tl
¢ L {Gl1bp., Gl4bp. Glébp) .
(+ A T
{K13ap.K13bp. 7. (Todaslas cepas .
K24cap, ; Co : o fueron positivas)
K24abp.G14bp) ) (-} . R :
Desarrolio i B pumllus , { +)
en 7% NaCl L dcido de -
=)o Glucosa
(G21p. G23p) y N inorg.

Acido de glucoso N morgr

IN

{(+) (-) (+) (-

8. licheniformis  B.coagulans B polyrnyxc Desarrollo pH 5.7

Ki3op »

Ki3bp C{+) {-} 8. macerans  Utilizacién
K24cap 8. cereus 8. alvei Glibp de cirato
K24abp - G2lp Glabp

Glabp G23p Glébp J \

8. megalenum pH en ccldo
VP<6
I SEER
1+ {-)

8. circulans B. firmus
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Tabla 10. Resultados de la marcha propuesta por Gordon

en
anaerobiosis

PRUEBA K13ap [ K138r | K24aap | K24aBp |Gl 1P [ Gl4ar | GldBr | Gl6Br [ G21P[G23P
Catalasa + + + + + + + + e +
VP + o+ + + - - + N + +
Desarrollo a + + + + »* * + * _ N
50°C en CN

Crecimicnto + + + + * * + * * *
en AN con

7% NaCl

Crecimiento * * * * * * = * + +
a pH 5.7

(CN)

Desarrollo + + + + +

Desarrollo a
65°C

Hidrdélisis de
almidén

Acido y gas
de glucosa




incapacidad para - desarrollarse en - presencia de 7% de cloruro_de sodio,

caracteristicas que no fueron observadas en ninguna de las cepas.

abundantement

incu‘b'qido ‘a:50°C

bdsicos.
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Tabla 11. Comporclcnon de especies de Bacillus identificadas por tres
sistemas e

CEPAS' L e APL WOLF Y GORDON
- R BARKER
K13ap 1. Bacillus * Bacillus
| licheniformis licheniformis
K13bp = Bacillus * Bacillus
licheniformis licheniformis
1\24aap Bacillus sp. Bacillus cereus Bacillus
o licheniformis
K24abp Bacillus sp. Bacillus cereus Bacillus
licheniformis
Gllbp Bacillus * Bacillus macerans
licheniformis
Gl4ap Bacillus subtilis * Bacillus macerans
Gl4bp Bacillus subtilis * Bacillus
licheniformis
G1l6bp Bacillus * Bacillus macerans
licheniformis
G21lp Bacillus sp. Bacillus cercus Bacillus cereus
G23p Bacillus sp. Bacillus cereus Bacillus cereus

Las especies identificadas se reporfcn 'como parte de la biota del suelo,

ademas poseen hoblfots como cguc de no, agua de mar contomlncdc y en :

ocasiones sedlmentos mcrm en donde blodegrcdcn pollmeros,- -

por lo que se Iesconsidero arte

nitrégeno (She'q:fﬁ; 9€
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Comprobacidn de actividad biddegrcdcdora de IHA en cultivos puros

En las groflcos 3 a, 5 se presentcn los curvcs de desarrollo de ocho cepcsf

' o:slodcs En estcs se obs' o‘que todcs fueron copcces de’ utlllzcr

IHA como ku.mcc f,u}ent rbono, Io que de mcnero |nd|rec1c: demues'rrc '

su ccpcéiddd pd(d t

desd'rré'llo ~de

Las - curvas - de ‘crecimiento . muestran: que.. el Jlascepas L

con moyor foculldcd por II

qdcptq&:to}n;simjlor en estas:la’.fase l'ogcritr'nlcqse, inicia.alrededor de las:24.
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horas y se monfiéne hasta Ias 4>8 horqs en las cepd}s Kld4bp y Gléybp, en tanto

que en G23p hasta Ias 72 'h;orcvs. e

Grdfica 3. Curva de crecimiento de la cepa Kldbp
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12

-

o
o

—e—K14bp

Absorbancia
o
o

o
A

0.2

Tiempo (horas)

Grafica 4. Curvas de crecimiento de las cepas pertenecientes a los consorcios K1 y K2.
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Grdfica 5. Curvas de crecimieniio de las cepas perienecienies a los consorcios G1 y G2
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Tabla 12. Perfil enzimatico de los subconsorcios obtenido con las galerias APl ZYM

CEPA
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se considera positivo.

B-galactosidasa-
B-glucuronidasa
a-glucosidasa
B-glucosidasa’ - -

n-acetil- Bglucosaminidasa
a-manosidasa ’

~ a-fucosidasa .-
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Perfil enzimdtico de los subconsorcios-

dearcillas al estar en contacto con los

las enzimas que éstos producen, esto ‘en el

Cuando las’enzimas: son: constifutivas como en este estudio solo se puede . -

infén‘r parte de sy

Gl5ab, én el prrirrje_rqs’e etectd la p(eséh¢|o de:l4-enzimas,

el segundo solo é




Todos los subconsorcnos poseen Ic fosfatasa ccndo excep’ro GlSob y la

: enzumc 12 o Noﬁol AS-BIV fosfohndrolcsc que no se encuenfro en el perful del

a po en K12o K12b K14oc, Kl4bb Kl4bc GlSob :

+ oligosacaridos de galactosa

B~ glucuronudcsc es una-enzima que. ‘Utilizan:los sUbconsorcios KMcb KMbb y .

Kl4bc pcrc Ic hl poseen T
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unicamente poseen'6 enzimas. Esto puede deberse a los cambios o;:urridos

_ en la poblacién microbiana al llevar a cabo el aislamiento.
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6) CONCLUSIONES..

En este'es.,‘fudi'c)fs‘e' IQg'réz :

lento de cuo'fro consoraos blodegrcdodores de

- lnhibldores de hldrotoclon de crcnllos

o El aislamiento de 12 cepas.y 2 subcvc_ms‘",'c)rcids’i‘.,*(‘ -

cepas aisladas.’

conservdcidn de la actividad ™

nhi |dor.de hidrotccién‘ de arcillas que

conhene grupos cmlno ( K) es mas facil de blodegrcdcr que eI

pohgllcol (G) L
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7) RECOMENDACIONES '

‘0" Estc:blecer los condncnones ophmos pc:rc que lcs cepas o

subconsorcnos I 'ven a cobo la blodegrodccnon en un hempo menor ]

o Comporc:r a ochvndod blodegrododorc de IHA de cepos puros con '

Ic produadc por la mezclc de ellcs

o Probar la ccfi\)idoq bio@égfddédékd de lascepas ‘u’b'cqhs;»:v_rci-os R

frente @ ofros 'iikyehﬁ(l)biohcos

o llevar a cabo |a identificacion’de las'cepas puras obtenidas en este

encién de un perfil

de &eidos grasos © PCR.
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MEDIOS DE CULTIVO

1.- Medio 301 A Liquido (Ambriz, 1998)

Soluciones: e

A—> - : :

Fosfato moncbdsico de Potasio 8.5g
Fosfato dibdsico de potasio - 21.75¢g
Fosfato dibdsico de sodio dlhldrotodo - 33.4 g :
Cloruro de amonio ot 05gll
Extracto de levadura T 0.05g kel

Agua destilada

1000 mL:

B—>
Sulfato de Magnesio heptchldraiod
Agua destilada

1000 mL

Cloruro de calcio anhidro =~ 5. 27.5.g " .
Cloruro de calcio d|h|drcfodo 1364 g
Agua destilada L ‘lOOQ,mL

D—
Cloruro de fierro it hexchldrofcdo
Agua destilada

0.25¢g
1000 mL

{ 1 gota de HCI concentrodo o 0. 4 g de EDTA por 1000 mL)

Preparacion:

25g

ANEXO 1

En un matraz de un litro colocar 500 mL de agua destilada vy cdlaonor 10 ~‘
mL de solucidn A, 1 mL de solucién B, TmL de solucidn C y 1mlL. de soluaon ;

levar al aforo. Ajustar el pH a 7.4 con soluciones de NoOH y c:cido

sulfurlco al 5%.

* El exiracto de levadura se cgrego despues de reclvzcr Io mezclc dek :

soluciones y antes de ajustar el pH

2.- Medio 301 A sdlido

La composicion es idéntica: c| medlo I|qu1do solo que deben cnodlrse 159 :

de agar-agar por litro de medlo
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3.- Agar Sabouraud (Atlas M.R.,1997)

“Féormula para 1000 mbL de agua destilada:

Agar 15¢g
Dextrosa 40.0 g
Peptona de carne 50 g
Peptona de caseina 50 g

Se agregan 65 g/ L de agua vy el pH final es de 5.6.

4.- Medio con glucosa, nitrégeno y sales. (Wolf y Barker; 1968)

Férmula para 1000 mL:

Glucosa 10g
KoHPO4 0.1 g
KH2PQO 4 0.4g
MgSOa . 7H0 0.2g
CacClz 0.02g
NaMoOy4  H0 0.002g
FeCl 0.01g
CaCOa 1.0g
Azul de Bromotimol 5 mL (solucidén alcohdlica al 0.5%)
NHLCI 10g
Agar l4g

El pH se qjusta a 7.0

5.- Medio de ensayo de éxido fermentacion Hugh y Leifson.

Peptona de Caseina 20g

Extracto de levadura 1.0g

Cloruro de sodio 50g

K2HPO 4 0.2g

Azul de Bromotimol 0.08 g

Agar 259

Carbohidrato de prueba - 100g

Agua destilada R lOOO mL

Se disuelven 11 gromos del medio deshldrofcdo en un lltro de agua

destilada, se ajusta el pH a 7:1.
Se agregan 100 mL por litro de unc olucuon esfenhzodo por filtracién al 10
% del carbohidrato. Este medlo se S|embro por plccdurc y por duplicado,
un tubo se sella con pcrcfmc y otro no Se |ncubc| hCIS'fO 48 horas.
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6.- Medio para prueba de lecitinasa. (Wolf y Barker, 1968)

Féormula para 1000 mL

Extracto de Levadura 2g
Glucosa 20g .
Agar 20g

Se gjusta el pH a 7.0, se esteriliza y se c:gregon 10 mL de una suspensuon de
una yema de huevo en 100 mL de SSI esterll

7.- Agar tripticasa soya

Digerido pancredtico de ccselno : Tl 15g
Peptona de soya S L . 59
Cloruro de sodio : o ;j SRR 59
Agar R : :—‘lS»g

Agregar 40 gramos de medio deshidratado a un |Ih’0 de cguc destilada,
pH final de 7.3

8.-Caldo Nutritivo.

Férmula para 1000 mL de agua destilada: !
Peptona de gelatina ..5.0g

Extracto de carne de res 3.0g :

Se agregan 8g de medio deshidratado. El pH flncl es de 6 9.

* Este medio se utilizd para el crecimiento o 65°C Yy 50°C pH 5 7y 7% de-
NaCl.
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, ' ANEXO 2
- Tincién de Gram (Rcmlrez Gomc ef cl 2000)

1.- Realizar un frofe dejorlo secar, y' fuorlo a'la flcmc posondolo 46 5 veces
sobre ella. .

2.- Cubrir la prepcromon ejdr!o ‘actuar
durante un minuto, escu !
3.- Cubrir con lugol de Grd nuto, escurrr el
exceso dereactivoy. Ic:vc:r. k R .
4.~ Decolorcr cgregcndo mezclc de clcohol ocefoncl ‘ala. prepcrccuon, :
mientras se sostienen- ligeramente - inclinada para - que el decolorante
resbale lentamente por ella. Tan pronto como las gotas de esta solucion yc
no arrastren color, lavar con agua para detener la accién del decolorcnfe..

5.- Cubrir la preparacién con safranina y dejarla actuar por un mlnufo,
escurrir el exceso, lavar con agua y dejar secar al aire.

é.- Observar la preparaciéon a inmersiéon (100x).
Tincién de espora (Ramirez Gama et al. 2OOQ) R

1.- Preparar un frote fijo.

2.- Cubrir el frote con popel filtro Vi 'erde de: mclcquutc vcolenfcr la-.
preparacién . hasta que el colorante: mple e vcporlzor' conhnucr el -
calentamiento durante diez mlnutos, 'renle U cdode que no huervo y .
de mantener la preporccmn humedo -

3.- Quitar el papel filtro.

4.- Escurrir el exceso de colord’nte’ y.la

5.- Tedir con sofrcninc al 05‘7~ n
segundos.

6.- Lavar la preporacnon “con, agua;

dejarisecar:al aire:y: Qbservcrf a
inmersion (100x). I LR
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ANEXO 3
Prueba de la oxidasa (Moc Foddm 1993) »

1.- Disolver 1g. de N- d|mehl p fenl

t:'\ lcmlno (S:gmo Aldrich) en 100 mL de
agua destilada. o .

2.- Guardar en un frasco amb U exposicion a la luz.
3.- Colocar en una blééq;de drio-un trozo. de papel filtro, humedecerlo
con agua destilada. - o

4.- Agregar con uh’osc bccte Sgica c"colohic: en estudio.

S.- Humedecer con’’ unc g IVO y observcr el comblo a color -

morado que S|gn|ﬂcc un resultc o] posmv

6.~ Se recomienda el uso
~E. coli. - .
. P. aeruginosg ++: "
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i ldenhﬁcocnon de especnes del genero Bac:llus perienecuentes al grupo 1.
(Wolf y Bcrker, 1968) 7
. Espora oval o cilindrica.. Esporcnglo no cumenfcdo. Esporc con pared
delngCI (Los medlos ‘de ‘cultivo utiliz dos se encuent

/

Sin crecnmlento a pH

60y 60°C:

Sin
crecimiento
significativo
en medio
con glucosa
en
anaerobiosis

VT

Sin acido
en medio
con
amonio,
glucosay
sales

v

Ureasa (+)
sin hidrolisis
de caseina
B. lentus

Crecimiento
significativo
en medio
con glucosa
en

" anaerobiosis

Con dacido
en medio
con amonio,
glucosa y
sales
{glucosa no
inhibitoria)

ANEXO 4

n'en el anexo 1)

pH 6.0y 60°C.

Con crecimiento a - -

!Bieoggulans

Lecitinasa (-} -
B.licheniformis’

‘Lecitinasa (+)-
B.cereys -

* vacuoladas,

VP (-}, células

B. megaterivm

Ureasa (-)
con hidrdlisis
de caseina
B.firmus

VP [+). células no
vacuoladas. Bsubtilis
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ldenhﬂcooon 1enicmvo de espec:es de Boc:llus (Gordon R 1977)

- ANEXO §

Los numeros a la derechc mdlcon el numero (c Ic lzquuerdc) de Ic: sigwenie prueba que
deberd ser aplicada hasta que el numeroala derechc seq sus tuido por el nombre de la

especie.

1.

2.

Cciolcso: positiva —>2
: negativa —»146
Voges- Proskouer positiva-»3
negativa -9 .
Creclmlenio en agar en onceroblosls. posmvc -4
“r negativa ~»8

Crecimiento a 50°C: posmvc‘—>5 R
negativa ->6 ;

Crecumlento en7% NaCl: positiva...... B. licheniformis
negchvc ...... B. coagulans

) Acndo y gcls de glucosd (N morg ): positiva..... B.poiymyxa

negativa—7
enfo c pH 5 7 posmvc ..... B. cereus
: “ negativa ..... B. alvei
leldon posmvo ...... B. subtilis
.. B. pumilus
B stearothermophilus
negchvc—>10

. Hldl’0|ISlS del clmudon positiva—11

negativa—14

. Acndo vy gcs de glucosa (N inorg.): positiva..... B.macerans

negativa->12

.'Uhllzcmon del citrato: positiva.... B. megaterium

negativa—13

. pH en med:o VP < 6.0: positiva ....... B. circulans
negativa....... B. firmus
. Creclmlemo en cgcr en anaerobiosis: positiva........ B. laterosporus

negativa —»15
C|do y gcs de glucosa (N inorg.): positiva..... B.brevis
negativa...... B. sphaericus

. Crecumlentoc 65°C positiva ........ B. stearothermophilus

negativa-—17

. Descomposluon de Ic ccseinc: positiva ....... B.larvae

negativa—18

. 'Cuerpo pcrcesporcl en el esporcnglc positiva...... B. popilliae

negctlva .

B. lentimorbus
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