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l) INTRODUCCIÓN 

La actividad humana ha propiciado que . se lleve ª· cabo ·un de.sarrollo 

industrial acelerado, este desarrollo hci llevado de la mano la generación 
. . 

de diversos compuestos químicos que causan conta.minación .amblent.ai. 

En la actualidad la contaminación ~ITlbient~I e~ una pf<'.>b1ern~tiéa que ha 
' ,_... . .. ' ' ';:;:- .·. ". ·' ·-- ' . 

""··· ·<:' 

cobrado importancia a nivel. mundial; d~ ahí.qúe se busqúEi el desarrollo . - . . ; ' . _. - . .. . - . . . ,. ,' ; '· ,. - . . •, ~ .. 

de nuevas tecnologíad. para C:,ptirnizar .. i~s : p~()~~~(,~'' i~(j\fo~¡c::;les'>v así 
•' • • '.- • ,, • •• ' • • • ·'• ·- • •e",' • '•<· • ,.:,.:. .-',,'. ~ O:t··· • •' \• -,,; 

minimizar'ª· producción.de dese.chas o•pcíraJratarlóssitioscor\fomincidos . 
• e ) -·-, ": .•• º>-~'<-~', •; -~- ~-, .. ~.'·:·:~·- •." 

··:;· --L.· 

de ciertas sustanciasaLambiente lo qüá ha ocasiónádo uri deterioro de los 

ecosistemas. 

Una de las sol~dories a estci problemática corresponde a la biotecnología 
-· - '.:· ,; .-- - :':· - :.~. - --. ..:- :~ 

a tra~és de 1ci: cual' se:,busé:Or{ soh.iCiónes ·~Oratéis, efectivas y sin 
.·:·;- :.-~!:- ··--,~-_, .. ;,.(;L_<·· ::¿>-":'..:;-~:-, .. ·;"· ... 

repercusiones , .•. ª.)~rg~.··, ~!',~zc%.:;¡~~1i:~i~;~~\.;:~t:.t :.!~. 2~:?;;~;1iC:ación de 

microorganismos ·. que · seán);cap9ces:';·cje'·,,ae:gr:adar:+contaminantes 

:::::,: :~:~~1:::t~]f i~~~i~~~~Í:ci~f /~~:~r9,:~c:. gene'ª' 



Para estudiar a .los .microorganismos con esta capacidad. ~s necesario 

obtenerlos.del'aÍllbiente, es decir •. aislarlos y posteriormente caracterizarlos . . ' . . . .. '. . . ., . . ' .. . ' ~ 

,. 

para saber:sL seltrata<de>especies conOcidas: Déspúés ·es necesario 
:··.:~·:¡ '.·.<1: · .... \>.:. ': . - - . . . - . . . ' 

ponerlOs • • en,· C:émtadci . 2:ori el contaminante . para conocer si 
·_ .. ¡"'·""'' 

verdaderament_e seí'firán para ·eliminarlo. 

. . ' 

Existen prOi::fudos. como los lnhÍbidores. de; Hidratación de Arcillas. que son 

utilizados como. adiUvos .. de . Jos fluidos ·.·para> la .. perforación de . , pozos 

petroleros, E)St_os. pueden· té.ner c6ntacto ~on,el sueiC:i cuando se de.sechan 

o· ·01m6c~ná~ y";po( lo. tanto. soh .·~·onsid~rados;~90c:i:~cÓntÓminantes 
- ~:;. :-· . ·. -;~,-- ; :- .. :: ·:~:-; 

potenciales, .·dé,Óllí · 1á importanC:iÓ d~ c~~C>c'er a\ i6s ,:,,iérod~~bnismos que 
: -- . . . ·. - . . ; - :. : '·. : ' . ~ ; ' , . • . .. ' ,--. - . . ':. - -~~-- ., /•',·_:_: ,,,,;;''., > < • ·-

a I ser manipul~do~ . ádecuadamente podrían . eli~i·n~rlos. -~ d:~I . suelo, 
- ·"-:) '-· -" ·:::·, . ·: .. _ .. : -. _: _;_ _· ... _ ... --~.:-·_.;_ ::· ,_ "-;.:~;_ ·,.;.,:2,; .. ~:-~n::t..-,~:1-:/.::\\:º--.;,· 

ce•laumndÓ ª'':;!7~~a 't=•bOOda al OIT>b19n•t~/CJM;i§¡,~i •, •. · · 

El presente traba¡6 ··F_5a.ec:uue
1 
.• tva.ºd•·.·.ªd·ec. aQbu'oi;m-.~i:cna:,;~PL:e\art;:. '.e~~n:]·e~fc':(, .. ºe;.·r_.n·i-~t'e~;.d····.····ª;~.{~i~~ibi<?logía .· 

Experimental d~ la I~ Ünive~sidad 

Nacional AutónOm? _de México, con a.poyo d~I proye¿to FIES-97~03-1. · 
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2) ANTECEDENTES 

2. 1) Fluidos de perforación 

La perforacióri : de pozos es una Octividad .. común el1 la obtención del 
. . ' ' ' ,. ', _·. . .'I . 

petróieo:- El·sistem~-~e.perforación mÓsempleado··_es ·rotatorio y está 

constituido ~or: 6n~ '~í1ió~\;¡i;C:Ítc::i:r1C:i ••. Un_·.c\Jacir~~te,. ·u'na ·,.;,esd rc5tC1thria, u na 

sarta •.·y •J~~ .. ~~1.~?~:;f:+~•· J~'.:f~f i\~~nibi.~.nt'f~~~~t: req~~ie6:~5\~0;~1\.9~ ··o 
·fluido que se.bombea desae·la'presa.de;súcción hacia.la manguera.del: 

·. cuadra~te~-u~~~~ 1~ sd;i~~~~~~iciba~ena:yempiezci·a•8~i~1azar~e por el 

espacio q~:va cC,n~~t~i~6 a 1~'.'.y~~C:,n ~ot~toria .. El. flú'.d6::P~~é :~~~ ~Í. interior 

de la sa~ta exiÚ~nte enti~e~tb\; ICJpared del poz;,:pbra:·finb1'~ente salir . 

·. pór la línea ~e de~carbc:l;ciC:9~~'.?nci;a.1os ~.~rtEisid~:/1a'~CI~~~~. El material 

expelido se separc:l por Cn~ist~·;n:cid~~ribcidC>¡Ruiz;'.2001¡: ; 

Los recortes provenientes :~e·:ib ~;~r~~ta~.i~-~--~~-·~epositan en Un'cOntenedor 
:: ,. : -"-·~·'':·'~,:.:.'~<--~'.!-.::::-/.y;~';·.: :'~ ·.\·-:-_~_,:·_ ;_--.'-:. . ' .•; ·'. 

metálico y se confinao ¿¿Jn1¿.'~~~i~Uci~'pe·li~rc::isé)s en tanto ~ue el fluido se 

acondiciona y se ..• ~J~f~~c//~·'6\ ·. i~t~ri6r del pozo para continuar 

desempeñando sus funcione~.· tales come: 

o 

o 

LubricaciÓn aelCJ barr¡ar,ia \fde_la cuerda de perforación 

Enfriamiento {1irii~i~ta c::Je lci barre.na· .. 

o Reducdón de la fricción en el pozo perforado 
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o Mantenimiento .del balanc.e de presión entre las formaciones 

geológicas ~.el pOzdpe;forado 

o Estabilización dEii ;;¿;*6 pe;:rforado · 

o Transporte del~~ co\.fe~ 6 ·I~ superfiC:ie parO su desecho 
·-:..::\·,·.' '·:··-_.-

(Burke y veil •. 199.5; i6ri·fG·~í6·~·0C:ecierio) í 998 l - -·- ·:.,-:. ---;,,_, . .' _,,,.,-_,. :---·--·- ·- . ··:.'- ··,-
\.';"·\;,::: ·.:·-~o,-··r~;-<·<\\• - - . 

.. : •;-,;::: '.:{i, -.. :~~;_>.::·,.¿-: __ ,· ;._: 
_·! .. -- ,)/ ¡D~ ;;:,,;,_:_.;, ~:-- -

=~:::01~~~1,~if l~ll'~~i~;~~~l;:~:::~i: 
han d~sarroUacjq_;,dit~rent~s ~:fip~S'.. el~/-~ f'.?rm.ulaciones que· van de 

'.'::;:~jºi,t;i~!f i~i~~1!i~E;f~,~f ;K~:::z:~~~:~:,:~ 
~- ' \ -- ·- ~ ' -· .. ' ~ ' 

de aditivm c6f[ic{':vi;¿~5¡f¡~~'Qt~:'1u~ri¿b~t~.~anÚcorrosivos einhibi¿jór~s de 

hidratadón d~Circillci~. eílt~~ cifrds fun~Íones (Blanci, 1994): 
-,·- ·- -: - ' - ',· 
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2.2) lnhibidores dehidratación de arcillas (/HA) · 

Los lnhibidorE!s dé':tiÍdrataCl6n de arcillas se clasifican de acuerdo a la 
- -,', ~-'.··> :>u-~~'.~·~:º 

,.;atur~le:Za ióni6(;'.ci~ sGs 'Componentes en: catiónicos, con polímeros 

an'tóter~s·y·~~~;-;~g~~~~.r:~'no i~nicos . 
.. ,,..- ' 

Lbs catiónid~s;,';ci;f~L !~ei se dividen en polímeros orgánicos y en sales 
;-~2<<·"' :·,-::-::-·. --· .. 

inorgániéasY Est0sj'sof(:p6co.tóxicos y altamente biodegradabies aunque 
.,, , .. . :. 1·'·.';:'· ,t; ··- ... 

pueden aU~eintbF1a sauriicicíd del sitio donde se descargan. 
"· ·--·- -;._,· .. :.f':,.:·.:· ' 

Los polím
0

eros 9g·fot~~8s i.'361ÍÓ.minoácidos) son similares y tienen la ventaja 
-· ··,·:> .. ·~ :: .;. ·. (_!; ::.;;·; ---, ' 

de present;s\~?i,-~~,~~~;·s~~t:<?··,: y' 
Los poiímerc;s rid,iÓ.~¡c;i;'~ iilc;!uyell'a los glicoles, polioles , alcohol póiivinílico, 

giu~ósidosy~oH~ifb~~~t¡B;~d~gradabi~s (Ambriz; 2ooi J: .· · 

En Ja acJu~JÍ;Ji,~!~~l~~&ii~t~e:i~;:~~!~~g5,~~e~CO~~~S<Y 
de baja toxicida'd'paró'~~é al ser'agreg~~o~~~ los'.flUid~~:~; ~~rforadón 
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no incrementen 'la . toxicidad de dichos fluidos, cumpliendo así con los 

requerimientos de la EPA (Environmental Protection Agency) (Burke y Veil. 

1995). 

2.3) Importancia de los microorganismos en la biodegradación de 

compuestos xenobióticos 

En el desarrollo de la petroquímica se generan de manera inevitable 

volúmenes considerables de: lodos aceitosos. Las ·fuentes comunes de 

estos locJo~;:>: 2:orr~sponden . al . sedimento de. ;1b~. \ta~qGfü ··de 

almacei~~~i~nt~~~J~~~?.~~~¿{f~s;:: ó¿u6~ac~it~. '·ü~i~ades ··:~de·• i¡~t~2Íón. 

t()n.~ues••~f ~~r~\~d~~t~{~1~\~Bj~f;¿:l~~~.~*s;Í)sid,u.á:1.;s)1·~\.r~s1dy()s.··~~ •..•. 1?··• 

limpieza '.del,<r~quip()"id~'\¡-pre>~esamiento,: '.los; derrames, que.:'causan 

con~ami~cil (~~:;~~~{;~gf~~tv:'.,.19.g~./1;~·· ;~~····b~ce · necesariº .... e1·.·e~tudio··~e 1a. 

atenuación·nótüral.de'.los.residuos 6~í é:om6. el des~rra'11C> de téc~icas 

simpl~.s.~fe~t1~:~~:}1~~~kt~;~:9Q;~~err:nit,an el aumento de la restauración de 

1os.sitiosC:oritaminaC!os/ .. >·' 
. ' ' .. -:~.' ;'. >' ;· . . . ' 

··-.::--· _:·., :•-'.<:"" 
i' 

En esté:,senti~o{se ·han .desarrollado tecnologías físicas; químicas y 

biológicas;86~~)~~st8b1~cer la 2alidad del ambiente (Li, 2000¡ . . , _, ". _____ , .. ·.·. ,, -· _. - . 
... 

La biodegradc;;ción de xeriobióticos como los hidrocarburos por 

poblaciones naturales de microorganismos. es una de las principales 
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. . -. . 

maneras de eliminarlo~ de los siti~s contaminados; Numerosas bacterias 

presentes de mJn~~~ nCJt~rCJI 'en el sUelo. s~~ capaces de degradar 

algunos •xeno.bi~ti~os····;or-es¡~ra.zó~Q:\1.a<~i~.~e~ediaciÓnse·.·.ha ··~onsiderado 
como. una·~~&~~-~~~,~~-~~f ),:,l~j;~1~i;~~~X~f~i~~~~g~~~~H~::.f :.-?~~it~. Y en el 

fralam~.nta~d{~~f ~;~~~~~l~i~tlll~~~~';)"!·'.;\ [········· . 
De manera 'naturái'.Jos · xenobióticos)que;\scin~:mine~alizables p~rsist~n en 

:. · <. ~ ·" . ..-.:· ·. ::/ ... , :-.-.,.,. .. :~~~ J: ~~~~;~\),~i?(6:~~~'.~<::~~;:~~:1Ht~~~~.t;~\:rl\,'.~:,1¡.;:·:;·~~: .. ·~'.~1;,: <~: ~;·:-: ·.:_: ,: __ ~ ....... , ·. :·- ·. ::. . , . 
lodos. agua y, suelo,._•por :é:::ie¡rto)~tlémpó'.)hasta :que:; la;•;;poblaclón de 

< .- , , <_'.--;::. \>:~·_---,~--:·_, ·:/.:~:::f~:?:J:.:·;~;-~~'!;~?.·}~::~~··:~~~~-?;:~:~i~·\:::}j~ir~;.~f~:~)tt~.::'.~-;~~~~~-~~\·x~:'._,·-~-(~~-> .. -: -.. _ 
microorganismos se ;vuelve.•• lo ;rsuficienterrjér]te '; ai::tiva ¿para ; .eliminarlos 

. , , · -./ ·. ->· > · _:·i~~~'.:-c:: ~~:-:·:.·::: .. :.·.;.;~·:;:~.1:~-~~t{Uti':~:\:~::5¡~~::;;~t~\:.~
1

:;.>;.-~:'.~-~.02;/?.'~·f:\.h ~;:-~-~~-:: _:;;,~., :.. '.". . ., 
especialmente en condiciones,aeroblas,'.(DibbJe y Bartha.;'l979),:'.; ;:, . 

· :. ;· ·_. . · ·:~~· :: .:·.. .·-· ~~~;:. ~: :/!i~~-j:;~ :~~~/.-·i_i;if{V:~~~f;~~;~<?(t ~~.:; __ ~~i/>F~{·~~~:_ .. :.(f~:?~ ~~};~:·:t.: :~~-l/t·::>\-«·).; ::; .. '. - -
Una manera de acelerar la destrucción:.de estos compuestos ·es inocular el 

ambiente con mlcroorganis~¿s'qu::·i:sa'~~.i)~ ~~~~~¿~·~\m~~,a~iliz~rán 
,.; ·, ,.~ _..:.f_ >·· ·; ;: -

:; }.~ : los contaminantes presentes: 

. ,··::. :'. . . :' .-.~--, '_-- ·- ._ 

' ; ·_:· ·---· 

Otra opción corresponde al uso de micro6rg6ni~rno~. modificados 

genéticamente que se diseñaron para acel~rar ._ib· biod~gradación de 

compuestos que se biodegradan lentamente ¿ ~~~ p~:s~rí mineralizados 
' ; .. - - ' ¡: t º-'~-- ........ - ' - . -. 

en la naturaleza. No obstante se debe c~ri't~~~!id;•_(~~~:al,cigregar cepas 
;,~;_·:·t > ::_::~;·;_: /-::_'._:~::.- .. ~~.?~~~~/:·:~~.;·}:~<~;::;:·?'.~)'.._ >;.:· ":. >: .·:·.: :· . 

seleccionadas de otros ambient~s º.·\rT)icroorganismos•· .. · •. modificados 

genéticamente. a la ·naturaleza-estos:.~~~:~~~~~~~~~~'~g~'.~f;i~:n~~~limátlcas . 
distintas, - competencia, predaci?r :y ~cir~'si'ti;r-ñc,: 1~. ~J~: ~~~b~blernente 
limite su actividad· (Goldstein.• i 98~¡ .. · 
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Razón por la que se consi.dera más recomendable utilizar cultivos 

enriquecidos de mfcrOórganismos autóctonos que tengan la capacidad 
... ,.. . . ., .· 

para bi6dE;)gradá~ lo~ ~en abióticos (U, 2000; (v\argesin y Schinner, 1997). 
' ··\::''.":' ~::'.",:: .. :,.·::.··~ .. ':,·'.:: "' ~ :•.·. ,_; . ~. 

- . ··.; .. ~..::·: .. '.; ' . . .. 
.. ·"',-<~!!,, ~·.f ·~ ·<_,·;"" ,' ,\ ~:-··:-... ~_/;!."¡'~?{::.-·- .-'-:--·: -

-.,_. :i:Z~---- .. ·:·: ,. 
~ ··- ' -,'~ .' 

De . acu'erd.o, y Manan ( 1998) la 

.,_,.,_.·., 

·;;,,. - -,·--· - __ ,-·.-_ . ., .... ·.· 

en sustratos iotenciaI~s ~ara • I~·· al 
,' :· .:., -. 

acumularse también aumenfo ' 105 

microorganismos presentes de .del 

Alomo 2001). 

La biodegradación de xenobióticOs es€¡[) ~C,ásjol)és !er;ita loqi.Je se debe .a 
.. :;~: .. '_::_'.:_~.:-¿:_:~ :~ .. _;T.i: t41r~¿{~,R~~:-~~;&frt!·}~~~;;;:~·~-~L~Ltt;~·:·~:~~~!-:~:;.(~:,· ?~\.·::··-,:·:-~:: -: .- -

que uno o más nutrientes inorgánicos necesarios para el crecimiento de 
- ·--. :;.;;-~:~ ;1l~~~;i;_-~¡_¡~r;~11t~}:~~~.fi~;:~;;~i~t~iJ~~;;:~-:i~::~~{-~~~~;r!·~-;~::_·:\~-,-~-~~<- : _- ·::: ::·:_ -·, __ ~::: :_ -· · _ , _ · 

los microorganismos. se. 'encuer\fra'•ieni·.•::.·codcentradones : bajas• en el 

ambiente. La · adlciÓ~{;'.~ig;f~~\~!~b~~~,~;·Jtii·ci~if8r~:: ~i~b , n~trienf~s ·o la 

modifica~ióri,·~~•))~}t1~~q~i~1~~~'.~'~@~i~~'61';5'Zlbii~s~iniu:1se:ignJ·.· .. puede · 

aumentar la bi()de,brcid~·~·¡¿;~ 9e1ós'xe'r)6bió'ticos: .Sin embargó la· adición 
f ... ; 

de nutrientes i~org¿~i~oS: pu~de ·. resGltar en ··.·la .. E:¡stlmulación. de 

8 



microorganismo~.· que ·~etabollz~h. O.tres 'cbm¡::i~est;s ·o~g~h1~osi lo. que 
. ~ ·, '·- ·. <_;:·: . ·::;. :; ··- '.\~; 

reduce, o eÍirnina '1a •dE:lgrad9cióí) d~los xen?biÓticose11 est~dio (Steffensen 

Y .Alexand\r·.···~&0~)t;'.1)t:~,,:jf (,~(f .;\~f ;0;;J'i.:.:'.·~Gj;,j~/:/~.~),~:;\· .. ~/~;.•:,'.;~~.:'.:·.······· :·· .. ·. . • . 
Por otro ladO•Ja,•:biodegradacióh:,¡::)üedec:c:íurrieriforse :01 ·pro.mover la 

.. , .. -. ._ .. _.,_ :,~~ -.~.~-~:-~-:_\t?,t~·}if~:,<~~¡f ~~::.:;I~~-~~gf·-~~~l~~:~f -~~-~1i{~~u-~~i·'.~~~~1ti1-~:~:~-~~-~(l_~\;:;::~-r~.:~:~;, ::.:;: ~<;·· .. :·:~ :·. , _:~ -~ .. :· _,: ,· ._. · .... -.:_ - -- . : 
capacid()d'enzirñática~~~~la''comünidad;.micro.biana;·autócton<:J .. con la 

ad;c;ón Jei'~}f j~~liH,¡f i~~~,~~~f ~f~~~f ';~:,+~ puede·~,;;mufac fa 

degradac1on dei.·compuesto de lnteres· (ManmyVelasco, 2000). 

· ~~·;~'-:u~~:J~!i~/·J~{~··t~i·rl~~-~~~fJ"f~~;,.~:._> ·· · · · 
Conside'r<:J~db•; lo' ;anterior.~( n~merosos microbiólogos han aislado. 

identific<:lcii~~~ei~~~~·~§~~~'w,;1~F!ic~~b~ganismos autóctonos que se han 

adaptado a id ~~~;~n~id:a~·;?/cb~tciminantes. entre ellos los IHA (Ruiz. 
. . . . - . ,-. ,·~-' ;.~;:¡.. _"".>- .. 

2001 J. Estos se hOn probadha··;,1veide laboratorio para llevar a cabo la 
• . • . • ' •• ' ~ • >. . . ,_ - ... -

restauración de un sitio ya sea ufi'Jíiando al consorcio completo o mezclas 

funcionales de microorganlsrn~s; que. han sido aislados a partir de un 

consorcio (Van Hamm~y6~6rn~ru. 2oÓoi .. ··· 
- {.':. 

De este modó la biorr~~~c:J;~'c:Ú,~ se define comoici eliminación. de 
c.,_..' ' ·'-· ,- ~<: -_:,;·.~ '··> ·._; 

contaminantes C:omo 1o?hidrocbrbG;os \• -~us prociúctos .de suelos ·o aguas 
, _··::·.~- :._ .-<--.:,..,. ':.~,..: >' >(l:.;· ':º:~ ;:·.:--_\\~ ~-._:.r<:,~<," .. :;:._, .. ·. '':: ··,: -:'.·_, :·:·.: /::-::: / :: ,. :· . .' -.::,' '---.-~'. .. _. ~ 

contaminadas 'usan'cic{co'b~~r¿i8s~é:i~·r;,ic,'.ooráaí'li~mos é:6ya••.únic0fuente 
- _, .,, ,;_;'. _.;_ .. _,·:>~ 

dé carbono v.e.';1l~i9ra~~~~~·'19s:§ci~Í.h~inaritEis•. que' son·· transfcirrl"lados en 
>;: -·- . '!""'. 

condiciones aerobios 6 anaerobias: 

9 
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2.4) Definición de. Consorcio 

Grupo multipoblacional bOcteriano que se beneficia de la cooperación ya 

que puede accedera recursos· que nó pueden ser Utilizados de la misma . . . 

forma por poblaciones individl)ciles; eri~stÓS ConsorciC)S también existe Una 

defensa colectiva contra los antagOnistas. lo que aumenta su capacidad 

de sobrevivencia. 

La actividad de estos•c¿~~()rcibs es fu~d~~ental en la naturaleza en 

donde la degradación de¡' polímer<Js orgÓnibos es efectuada por la acción 

conjunta de niúchos.tipos de báct~~ias; :1as qGe .inevitablemente se 

enfrentan · cdrí .·nu~vas circunstancias físi¿6;;'\~cfrT1b:i~ •. nutricionales y 
. ' _.· . -, - - -- -. . . . '. '.· . -· -.. -.. . . . .. ,. :·-::~. '. -. " 

cambibs bloÍÓgic~s y su sobrevivenci<J depe~de.'d~ q~~ las células tengan 
··,, ,·. <'- ~ 

la capcicidad para confrontar antibióticos, a~se:caCié)nyel uso de nuevos 

sustratos pcira su crecimiento (Shapiro; l;~É3J)]:;.h ' 
0

. 
~ : .· ....... ~ . : .. 

'--~ ~':.?-.'. 

.... 
,/'.'._):.:\: 

'._:,·-:· .,. 

sistemas .. ·Jnt~id;S~iJ~~( ¿~~ cÚfeÍ-entes 
' '--!' _-. ::~~.:: -.. ; ·, -~=--, ... :,..:: 

Estos niveles de grupos son 

organizacron y que optirnizcfo' 1a·~é::On.v'er~i6n ~C:Je· cÓm¡:)ü'eslos \sintéticos a 

:::: b=:~~;,iif j~l]~~f ii~1"f~:,;,(~c~~~ c"u~fdo. re 
encuentran asóciados cOn'ótras·grüpbs deórganismos:i':'.\o,..' .: .. ,,; .: :::.,·. · 

:·-.. . _··.; · .?~:t~~·_-·;_:~>~~f~~~:~:t~1i:q~?-::·:·f.;::~:<1~&~'./;:'.:~~~:.r:~~\:f~~?W~~:>;~f~Ti\~~)~:~--~:,\~;:~·;:~'.'.~-~·-:}/;_,. ·/,Y~<:-~-·.--:,>\,_ 
La dependenclci:ent:e 'lo~::mlernbros{de~ una 'comunidad' microbiana· se : 

presenta cuand¿·~,~:¿~'~:·iJr.:J/f~¡;i~~d8;~~;i~~~~:;·~~· ~~¡~ú~¿bit~/p6~a las. · 
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demás bacterias, por ejemplo. cuando compuestos complejos son 
- - . - -

transformados a molécuias más simples que· después·constituyen sustratos 

disponibles para la ma~or parte de·I~~ ~icro~r~CJnis~~s (~am.pbéll. 2001 ). 
, ... · .. -·' - -,. - . ' -· , ,.'. -

.. '~. , . -~ ": 

Esto se puede compr~bar 'sil I~. c?~uni~ó.d, pose~ un hÓbitat más. amplio 

que sus miembros por sepClrCld~"y se adc:lpta ~ejÓr a condiciones de estrés 
·.·. ·.·'·····.· 

ambiental (Caldwell et al .• f99i'¡~ 

2.S)Aislamiento e ldentifi2oción de -Microorg~njsmos biodegradod~res de 

xenobióticos 

El aislamiento de mÍcroorganismos biodegradador~s autóctC)_nC>s s~ puede . 

realizar mediante diversas técnicas microbiolÓglcas (empleo de mec:jios de. 
,·.¡ .-<,.: ... ·---

cultivo selectivos, siembrcr en medio sólidÓ, dfiú¿lones:de,Gííci ~·05¡;~~~ión 

microbiana). y con la. observación mi~ros~Ó-plca d~~ ·IO~;·~i~'~b~rª~~i.smos. 
,-::.: ·.: }.:;·'!,.:·;.~,: ·:<\~~;.:;· ·---~!-

cultivados. Una véz que.se ha obter:iidc:i un:clJltlv'o/pÜrdi'es,'ni:lifesario· .. 

conocer sus características tanto maé:roscó~i¿6~ e:C>+1;··~\Qr6i~6~1casy. 
llevar a cabo la identificación. 

La identificaciÓnde los microorga~ismos· púede ll~var.;e a c~boútiiiZ:c:mdo 
diferent~s métodos-~C:omo la. amplificación' ~~I DNA ~()~ ~i}~Ge·d~s~~és_ -
es secGenci~do. Los datos obtenidos de la secuenciaci~~~ 's~ pomparan 
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con RNA de especies conocidas contra la base de datos NCBI web service 

(Yuste y Corbella, 2000). 

por desnaturalización 'térmica;:gradiente'de'.densidad" pcir céntrifugaci6n, . ·'>:·. · .. <.· ~~ '·~' ,;¡..-; ;·''.··.'.< "·,,~· t· .. '.·.,,.::;: .~ .... ;_._· :.·; ,·:_:/-~:~. :' ,,,:, \ .,-.. . >-: ".' _'.· .. :·.: ' .; : ' '. 

hibridación cruzada de . dire/E;;rif~~/muestra'~; d~ ÜNA . o\ cinética· de 
_;.~<~~,:~--~- :,~_¿ '. ·-::.:.: ;,:¡' ..... ,.:. '/< ·. _.,·. 

reasociación de DNA desnótl!ralizadO''.<> ;:···.·.· .; . ::· •..... \' <> 
'-', •::;::- : ---

Esta técnica se basa en el he\'.:t-io'de"qÜe espÉ;¡cies n:íicrobic:lr:ias Cliferentes 
. , .. -_.. - - .. - .- ' ' - " - ' ,· ,.-- ' -

tendrán distintas proporcidn~s ~~ ~stos nuci~Ótidos (Ko~clrc?i y;Va~ Élsas'. 

2001). 

la presenciade unci"~~zima y el resultado visual es un call'1biode colo.r del 
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indicador presente en el medio, algunas de estas enzimas no son 
-· " - -

constitutivas, es decir, se inducen de acuerdo a las .condiciones. de la 

prueba; si las enzirr:ias pr::,badas son ·~~·~sútuti~as comoJ~ catalasa y la 

oxidase se obÚen,en,result(Jd6s ~.onsístentes (Bascomb, 1980)~ 

Paro una identiñcación más completa se obtienen los· perfiles. bioquímicos 

de las bacterias aisladas. 

Los sustratos enzimáticos químicos dese~ados en~ cúpulas plástlcás (API 
.. ··'-".: ,· . _.- . 

Biomerieux) son utilizadas para la ide~tificación .,rélf:'i~(l .de ,bacterias 

desconocidas. Cuando se agrega. una suspensiÓl1 de cél ulÓs ~~c;~rian~; a 

:n :m::,::::::;i;;;;~¡~f ~l~l'llil1~,ii~;~~: 
form? ·:directa o mediante•ün"s~~prof:ucto;·C1ue~·pl)ede se:r,-détectá.do ·a1· 

::a:~:~~:;!~Ii~'=tililili~t!:~~cii~i:~:i:ma• 
presente¡s• · ·.durante}'' las< '('.funci~ne~1ci.n11etabolic~s \.norrnal~s/d.e ...... , los 

mrceoo<oa""'"º;· !'~ci~·.~n~~;;7~~~~~{~;}~~r:r&~~·i~;1~r~ c~n ·. 
estructura quírjiica similar, además:déic: útiliiá6.sus:sústratos' náturales~·. Para 

· .. _ ". :_' . ·_ , .. - ~-> - . ·"-- < -_ ~- -·-~---_':~_·:;.:~· ~-~·-:· ~\:_;;~i~-:::~-?1'):JYt:~~/f~}~:~:q :~~;~~·;~~~~-~-.~_;.~;:_ :~_; ::·~,~:~: .. ·.:·.:-- ·: 
conocer las capacidades metabólicci,s de)os m.k:r(:)prga~ismós. se pUeden · 

obtener perfiles de actividad e~zimÓt12a: 
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En el presente estudio se utilizó el API .ZYM (Biomerieux), este sistema permite 

estudiar las ~iguiente~ enzinic_:is: 

Fosfatasas: . . 

Alcalina: Calaliza la ruptura de enlaces éster a un pH de 9 a 10.5. 
' ·':._ ,,<,-,, .... '. 

Ácida: Cbtaii¡a 1<:J ruptura de enlaces éster a un pH de 4.5 a 7. 

··;· 

Upase': Hid;óli~i¡ del 6cido mirístico. 

Esterasa:Íipasg: Hid~61i~i~dél Ócido caprílico. 

Proteasas: .. )')< _,) .. :.> \; ' 

:::~~14¡ if !l~~~iI~'i~~;i:~I;:::l:cu::cacbo>llo e• 
Quimotripsina:y Rupt¡jra/,deJ.eplaces•·~pept1dic9s\_cuando el · .. grupo 

-... - ."_- -\~>:-'.·: ·:;::s=, F~~:.·~: _· 0/s. :~ ~:~fp:!~~;t~~-;\~w:~~;-~}?~f;_,~-~;:.:~:~~!i~tN:r:.;.:: ::~~~;g:~rist~.:~'.·?~f )>'.~1\~. \;·):->: . _ ·:··_, , 
carboxilo 'es doriado'podenllálariiría?friptOfario ó tirosina: . 

Gluco•ll.h~+~i~!;:~f¡j~i!~lii~i~~~0l~t~~t:tl~f:Z~~;cl~!; •·. •· ·· 
a~Gal(Jctósidasa.:•.Hidrólisis .• de·.residúos'cié~.galact()s?\Jnidos· mediante 

e~.ia.ces. +x·~;~:~+t1i~~~~§~r\~.i~f [z\·~f'.(\{{1);¡t¡;;~~{-'.{~-;~Jif ::;~.~~:;<: ..••.........•.... · .. · ·.. . . 
p-galactosidasa: Hidrólisis de re~iduOs';de:galactósé:JiUnidos· mediante · 

enl.~ces P- l ,4d~ •. gal~~t~s~·.'._~::~;;~1M~~}f 1~r~1~f;~1~\;1;~·;·~~,. ... ···· 
p-glucuronidasa: Hidrólisis>de resld,uós;d_e carbo,hl~ratos; 

a-glucosidasa: Hidrólisis ~~~nf~~~~:J8'1jg;g:}~¡~~~. .· . 
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13-glucosidasa: Hidrólisis de enlacés 13~glucosídlcos. 
. - " 

N-acetil p glucosaminidasa: Hidrólisis de enlac~s 13-gll.Ícosídicos. 

a-manosidasa: •. R.uptÜ;f de'u~lo,nes·.N-gliC:~sídicas d•e manosa. 

Amlno:~::~~;~¡,~¡ti~f ii~~t~i~~-itelno•.i · 
Leuciná arilcímidasci:' lnter\liehe en .el :cátabolismó ae la leucina . 

. .. '.. -.-:~.·~· · _._.:~~~~:.~:-~!:{:~!.'~;:~r:~}~;·~z~:~~t:á:~h;;rFt~;12;·.~;·.:~\~;;.\~>~·-·_ .. '.r::..·,·':'./.-r:: :-:··t<-.t:}~/_ .. t·.::~ <,. .. :· · ·: 
Valina arilamidcisa·: lnter'Viérien en el catabolismo de la vcilina. 

Cistinci arilami:·~~~;:'·-g~t211ibfac/ hrc:ir~lisis cl~I • pu~nt~ dis~lf~r() de la 
.:·;'· .... ~·.::< -~~+ .. :: ··: ,·-;. 

cistina. 

Fosfohidrolasa: · ,._ :: · · · ·. 

Naftol-AS-Bi-fosfo~ic:J~~Í~s~: ~'¿ataiiza - la 
. ' ". ·:~; •, . -· ,- ~-· -

fosfato al agucii:'f8rniarido ~rilaC:es qÚe co'necton monómero~ a 
-~ "~::·· ~:: 

macromoléculas: }::~?- (};,) 
(Price y stevens.l9a9i•~¡:;,'g;-1i/2ciol¡·•· .. · 

' '. ~:··~:' ~J;;i:~:--<;-~:{(''.>~:~:·_ ·.·:','; :: . :'-;:-~'. : : 
o .. ' ;::~~:;~?·::~.;c.~~;·~:. '>: > 

Los. géneros ~-iC::f'á~i~¡~Js'_as~~i~dos ~ la brOde;gradaCiÓ~. de .xenoblóticos . 

más freC:u~~;~~J~t~\· ~~~ortados corre~~6nderi/c/:,,.A-~n~tobacier 

::~~j;i::;·~:d;;:"~:~~;·~}~~~~{litii~t~dz:···· 
de hidrocarburos del petróleo crúdo, dsíé'órrio de réisidlJOs.círorriáticos•tales · _ · · , · .. , .... · .. · .... ···~.. · .. ·~_ .. >i .. ·~.A~:-/,~~;i·:;:L.:'::~~:{(,~;/t~f:?:~::t.:ú~_:·~f~~~-;~:~.:~1-t:~~~;r·:t~~fz:;~'Já~tr.:f:~::r;·~:-~< :~:: ... '· .. : 
como xileno. tolUeno y benceno(Dott>:l992:van'.Hamme y'Odomeru;2000; . 

. '. . ' . <~.. '.> ,·· ·. :·:>.· .:.>i<)';' ~::?.·::~Y:<~ 1.··~:'. •• :''.\~1~:\t~/T:.::~~fr;.·:j;·.:~v;··:~~(t~y:;,:(<F~ ;~'.SL.-.)~/~~:i· .. : ... ~)>· ·.·-·.? > 
Adriaens y Kohler. 1989; Alvárez yVÓgei; 1 é;>9l'iPc:iuly Ck:irk;J 9_96;'Rodrfguez. 
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del Alomo. 2001; Hernández y Higson, 1991; Yuste. y Corbella, 2000; 

Steffensen y Alexanc:Íer, , 1995; Goldstein et al. 1985). En tanto que para los 

lnhibidores d~ •• ~ic:!~b;adÓn.de AF~u1Cis que'. ~on los productos que se 

estudian 'er\ie.st~~ ;ró~~jb~;.'~~:l:Í,~)reportódo · ía · pr~s~ncia ··de: BncÚlus, 
. - ; ·~·· '• ·; ,-.-:.· 

-~: . ··-.. : . ·:· __ .;·: >::·\~:'·_·:.~~~ /-:~.~:f:~::._',';';~:t'~·.; :·~~'~[(·_}] ._,, : .'.· .,, .- ;.' :- '._._:,_ -~- .'.· ! 
Pseudorrioriiis jj 'Mici-ococéus'.( Ruiz. 2001 ) : .: '· 
' . ~ -:-~i'. ·: >; •'):?. ·::<~ :}~0}:,_'~t~:~?:'!:.;-~/{: i::};/~·::~'..;;: --~:.:~::·. . '., 

.. , --··:.<~::;,¡ -~;< . :-·~--~\_~ .'.",·;··; - :::'\; : ,._; ·..-:" 

2.6/ Btu~f~·~~~J~~~J'IRi~~!'J~,~~;i,+~;;,~ Hid~ii";ióh.de Aic""'' 
, _- . :fj::;-.;,o:•> ··t~:.:~- :~),'-: ·-:··-~\-

--. -:'. -. "~~;·;~~:;·~·: .. · ; < ;.· ' -. . . :.::(_ '_.· 
' ' ,,-~ i •!~;•;: •: :· ,--.;.::, 'r " 

Los fluidos de péÍforaciób ell §ase.:bgÚa'.so'.1 ~lJy.\ftmzados d~bidoa que 
•' -s . . '· '. '. - .. 

contienen. su~i~íl'c.Ía~'6~d6·~ica~·: en pC,C::a'. ¿aílticiaa • 10'.~~e los hace poco 
. ···.- >~ :·: 

tóxicos y favorece su biodegradabilidad'.' 

La biodegradabilidad de los aditivos l:JSOdos en la formulación de los fluidos 
- -. . ·.- ·._ , - .... 

de perforación, en especial ele los l~A. ·es importante debido a que son 
. - . - - . - ' . 

empleados con frec;uenci(] , ~n ~¿ ~~rfcSraciÓri de pozos petroleros en 

nuestro país y por lo t6ílt~/~·li~b8~t~grrlbiéntal que puedan causar al ser . . ._ . -. ' ·: ' ,; : ' :'- ·,,_~ .. , ,· ·-··: .. " .. · .. · ,•' 

depositados directprne¡nt~ ~~!~1''.sJ~1o(Á~briz, 2001 ). 
•.; .· '·">:/:(;_,:.:~j\' :~~,. ;~;~~:-i{\:·'..t'~-~~ .. -

. •';-:,~ ·.' .-~~: ~-;:;·:":: './f/..,-.¡¡_;:; ~; ·1-~ • •• \:·.:· ~- .• 

En México. no .. ex.i~te~~b.;+.,~~/~~i~~~~~~~;~~:d:e .. l~~biodegradabilidad de l•os · 

lnhibidores deHidratacionde¡~rc1llasusados en los fluidos de perforación. 

Los· únicos 'ante,ced~2t~sl?gJi(;~~ih~~~'al···r~s~eCto. son documentos 

elaborados por .la EPA (Erivlronrr\e'rítal . Protectioíl Agency) y la OECD 
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(Organization for Economic Cooperation and Development) en Estados 

Unidos y Europa respectivamente (Ruiz; 2001 ). 

' ' 

De ahí, la .. irriportancic:i de. generar .. información, acerca de los 

microorganismos .. c~p~~~~ de biodegrad6r a IÓs i'HA, disminuyendo así la 

posibilidad de causar daño al ambiente. 

17 



3) JUSTIFICACIÓN 

Considerando la_constanteutilizaCión de los fluidos de perforación y de los 

lnhibidores de-Hidrbt~ción'de Arcillas como aditivos: así como la -• 

demostraci6ndeq~~c:J1gun~s dé ~stos son biodegradados por consorcios. -

microbianos porcel presente trábajo se plantearon los slguien_tes objetivos: 
.1·,. 

OBJETIVO GENERAL:'. 
. . ' -

Aislar y caracterizc:Jr c~pas bacterianas capaces de biodegradar 

inhibidores de hi~ratació~ de arcillas (IHA). 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

o Enriquecer los consorcios biodegradadores de IHA. 

o Aislar los microorganismos capaces de biodegradar IHA. 

o Identificar los microorganismos capaces de biodegradar IHA. 

o Verificar biodegradabilidad de IHAeri cultivos puros. 
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Enriquecimiento· 
del consorcio 

Caracterización. 
Aislamiento 

secundario y 
terciario 

/ 
Cultivos 

puros 

Caracterización 
primaria 

Identificación 

DIAGRAMA DE TRABAJO 

Resiembra en medios 
.··· específicós .. 

·(Aislamiento Primario)· 
.' • . . ~ ', . ; '".;:: ·.> - ' ... ' ·.: _ . 

Comprobación 
·de actividad 

blodegradadora 
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4) Materiales y métodos 

Enriquecimiento de ConsorciosBiodegradadores de/HA 

En el presente estudió se Ltiiizc:iron 'dos inhibidore~ de hidratación de arcillas 
. . ·:"·-":· ··.,:.:' -- -· 

en base·agua;de·n~t'Ur6í~~aP'.oii~é~ic<:l;:~k~ó~inbdosKyGi'31prin';erode 
. .· · :~----._ -'. -~/,-~:-:.:-"~>Y~\(Jf:) :,~-~-~~-~;) :·)~~~~-_/ :-:-~. :,··< \i~\1~:~---~'.Y~~~:: : .. ~~;;:;:,:~~~-./~::.,~<_:~ :.:·;: ._; ~ ._:. .. ~-- ~-·~:- ---~:-;_,: , ( :::-.... · <-.> · .;: · ~ :_ .· --... -, ·: 

ellos posee g~upos a_mirio en su estructuró .y.;el segtJ:rido~ es: un poliglico1; .se 
.- . -·-):·.:_ ·. >·-~ .. :~-- '-~;:}y::I'.~1\ ;·.¡: .. -~- : "-. -.~'.::·-_ ~í:.\~--. · _:;_:-::---<::-.-: :·:·;t~,~·;!:?L:i~\t·.J~~:~j.'.~~;5~ º·:-~~)~)~_ .. , .· .. ;'._:::t_. , ... 

emplearon ademas4.tlpos de consorcios microbianos.·;.;•.:·.:· ·•.> 
> ;'L·.:,/::;-.!·'_' .>./.'- • ,-::>.'/ ·\'·.·.• -~:: .\'_,; .,-:~ '._.';\.~~.-~«.:: ' .;~')·=:;'-;-:~,--'.>-:~¡ 

Los consorcios JÜeron ·obtenidos ér{trabajos'{cprcivids en los quei se empleó 
·:«:.:-'~:,,: ~:~·.··,'.;:::<~~:<··;,'··.--~·.' - ';~· · .. ':·~-~-<.:·/:.f.:::-·:.~:·~~·:f::.:f~'.;~~~1~~lt1~~.~'.;~,i~::.;.~.~:'it>···: <· ' .' ' :_·.·. -

medicí mineral 301 A(ver anexo l)con'l!'ml~deLK'o.de'G'como fuente de 
- :. ~-- . : - '. _. -~ ·. , ·:, -. ,:_·<~·-'.. ·>::.:~~-<:---~-.--';! ... ~_'.:;'.·.::,-;:,_' ;_-~··_.-.:.'. - ·. . . 

carboóoycomo)nócúlo una muestr~§''7'1'¿,g~~:a~~erfor<Jcióno suelo de 

jardín; a l~s ~rim~ros seÍ~s ~~en$~i~;::~}~:ij~,;~-'.~1;~~~tenidos de s~elo de 

jardín como K2 •/G2.(Cediflo C:;.2ÓÓl;;~frit3ri~ R;;"2001) 
- . ,._,. __ •'" - '"·- - .. ,.:.:>.~ ~:~~::>:~!,:_,·,.;:::.~~~·\~-! ':~~~-,_~·-, 

~--·. ;f -. ·:··>? ~/~:,::-:·-_;;> 

Los consorcios.,Kl y Gl/~abí~:;::sid:':~~~~s~~ados en refrigeración porun 

=~::,~;i{~J~¡~~~~~¡~:tfj~i~~~~n~:~;~;;Jt:~;v:~ un 
De. cada. consor'Cio;se., lor1Ja~OQ~l Q rnl'.ql.Je fueron transferidos. a :rll~i~ace~' 

que c~~tr:í~~J;;r~3,~~,f ;1~(~~i~~-'~r~t:$1':;,é'1 ... A·:~~icl~:naJ~')~C,~:,1 ·~L.•del 
IHA correspondiente:·,••;Los~:;:matraces ·r0er~'ri • i~2~¡;g~6~c,'.'.-';'.•\,32~c en 

condicionr; :¿~~~~~~if:.¿;;j~g~~~f ;o; ~íos d~~~\Jés 8¡]: .1os_~5~,~~ s~ hicie~on 
··~i:'_¡,:;<",·~:.:i:~'·~-- ·.:',, .. ·' :~':' . - - -·-

observacio'~es iniC:~()i~6pfC:~~: -~ · 
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A los consorcios Kl y G l se les realizó el seguir:niento de la curva de 

crecimiento para ello se les hicieron lecturas de ab~orbaricia a las 24. 48, 

96.168 ·y2Í6 hc:">r~{a::60n~ en un espectrofotómetro Ultrospec 3000 y se 

graficCJron ~n';Mic-~ci~ort i::~cel. 

_,; .. :.o:-

Aislamiento priii'id'rio 

Para favorecer. la s~paración de ~acterias y hong~s pr~s'entes en los 

consorclosi se'~nlpl~ó la:téC:ni¿a·~~ dil~~ió~'y 16~ rrÍ~di6s'de•,CU
0

ltiv6Agar 
.;·;:., ' .• '-.. ~ '.".:, ••...• ·. ~- ~ :.t.. \~-· 

rnptica~a. ~ºy9)l~~í ~~-~~~~r?~~j~r.~~~~9::hi;~¡,jI'~ .. Pg :W( •¿:~' {.,·.·. ·• 
Las placas _co~ TSÁ\(recomendadas pOr! Brown en 'J~~j¡ ~e 

0

inC::Übaro~. a 
· ~- ·-· .:_.-;. :-. --·::-:,--·/.·_.f:li;\~~~AY~~i:~:i~A::~'.~::;-+~fe·;_::;~~r'.~; :\~~i:·~: .. :--f~·:r ·-.;:·~·:· __ ':~ -. 

32°c. por 24 ;hor~,~:;L~~f~:~i~;ry.sfhi~ner; .1997J ... y·,.1as.'••de sabouraúd a 

temperatura ambiente po(Z díás: ... 
'-. :-. .,._.... . •,' .. · .. >~ ··,. . ,-,:· 

o Se/ecéió:r:i d~ colo~ias 

En el desarrollo .. obtenido ·se procedió a observar las diferencias de . . 

morfología colonia.1 y a seleccionaraquellas quese enc;ontrar~n en niayor 

cantidad, a las que se consideró.como representativas.'. 

A las colonias . seleccionadas)~ ,les asignó;' una c)~:~~- f~r~~9c) por _la. 

denominación del consor2i().de·'.~~:~d(3 .. Pf~~-~ní~h/~~·hú~~rÓ.~t~~resivo 
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y se procedió a efectuar de cada una los ·frotes y observaciones 

correspondientes. 

o ConfirmaciÓA ~e. uiiltzbción ~e ÍHA como)uehte de carbono • 
. ~ . . :, '-· . ·-~--- -. ~: ·: ·, ', ~ ';-:· ' 

caracterización primória. y consefvación. de cultivos 

... . . .. · ...•. ·:~\··;·~·· ·'..:~,:~~f ~s~~:.~"·~¡¡;;\·i'/·i\~.f ;:~i:;;~;;~-~~~:>i\: :;.:; ~: ... ·.·.. · · · · ·. . .. . 
Las colonias :.sélec'cionadas •.se;; súsperidieron '.en·; Soluéión · .. Salina Isotónica 

.: . . : -:>::--i.:- :: ~:;?;t<.~f'.~--'.·;_~~t>"·· -~-?\i~~;-~~:~}'./,)~t~-;;\{~:\fi{~~f~:t~:;,~?i(Zli~~-:~f.:~i::;r~::::'..f:j;: ~ ~{)(·'. :.'_:,~~- :_- -. ·. \ .. ··:.:_l_·, :·.· ·-_:·'.:~~::~ _: · .. - -~. · 

(SSI) y a partir de esta suspensión sé' resembró,eñ plácas y tubos inclinados 
· ·:~-- ·· - ._ -: __ ,· ~: ·; >'.~_:_>> ·_:: :·"·:· _::.::\:::, ; __ ,~;-i{.< ~/;.:.~~é·:_:¡~~~:?}f~Y~~:;:s'.~;X<~t-~:-;~~.¿~~·;:.:/~~:~~·;,_~ ~:-~:-\-_.;~:_ ;_~:.~;::·~ · ~:_~:;-::?::- -~~-::·_:·:~· .. -·.;.·.,_ -, 

con TSA, tubos inclina.dos, cajasyrnótracesqUe c:ontenían ~lmedio301 A 

:::;::a:~:.:~~:v:::n;~c~~~t~i~;;~f !i~1~~.º-~:~~~~~1.~,:: 
: -'/:~: '' .· 

colonias desarrolladas en pl.::l~a ·e se~ hizo descripción m()rf()lógica y 
' .-<.··· - ... \.'. : 

observación microscópicci~' ér( t0~
1

to q0e¡ · 1()s • Jubc{i y · rTiatr;;C::~s se · 

conservaron en refri~eració~~ • .. 

Aislamiento secundario. 

Se hizo a partir de las colonias desarrolladas en TSA. las cuales se 

suspendieron enSSI, de esta sus~ensión se transfirió 1 ml a 9 .rriL cje SSL Este 

procedimi~~to se f~pitió h~sta ()btener una dilución de l_xlQclS: De lastres 

.. últimas dilucione~ ~e t?~ó O. l. mL se colocó en la superfic;e de plcicas de 

TSA, se extendió con un ángulo de. Digralsky y se incúbó a 32°C por 24 
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horas, después de las cuales se observaron nuevamente las características 

coloniales y ·microscópicas. 

Aislamiento Terciario 

Con cada colonia de morfología diferente' se. repitió la suspensión, 
. ' . ' - . 

preparación de ~ilu~io~esy siembr~ en JSA/pfo~eclimiento que ~e repitió .. · -·· ' .·; ,.·, ,_ .. ··- .. - -.·. - '·. .._ .·: •,'· .. : ,. _._,. - - .· .. ·' - . 

hasta que se· IC>gró vfólrifi¿arEm .la misinS plc:lca~I desar-fo11;; 8~ colonias de 

un mio · ujº.,·(·~~fal~i~~l~~:1~~3~~8ifüÍ~~Vf~:,:\fr~f ~ • · ,º·' del 
subcultivo precedente/: A \partir'.:;'.de';/es_tas:.1,se .'.hicieron ·Jres resiembrÓs . 

.' - .. ·'.;;:.:::-···.'".'}'.'"•1.-, .... :·--·-1.'·;. ~-::{~: ·,_-.:·:.-. ·:··,":.: --'~ .. ··:::·-.~:/.>·"/"},,." '·. :.¿·'-'.' ":<·· 

sucesiva~:·~~·;rsf:~:;d~f~§~?Ih~~~l;~·~i9:~:~4.~6iós ~9'\e8í1i8ro~tinciones de 

:::~:;~tf i~~~:~t;~'.; ;&; ' An~;o 2) y lm ol.eN6clon~ 
. -.,.,;,- ·\ -~':·;­

; ;~·r, \".C~2;, 

; --;·'. - ·-- <-,,:,._·;_~~;.-¿·>.. --.. ~~r _,'._ ... 
e aracteriz'ádiÓn' prJ;fi~fia.:··· .. 

. . 
Seconsiderafon los sigüientes.Óspectos: 

. ' ·_., ·,' · ... J:::-.-':'. -·<:-:-.:-;:-··.-· --~;~" :·,~---,~.: .: :... -, 

De las ~6icini6:/~~rf~1~#/a;'t6f6r16.bordes, elevación, textura, color. 

De la obseiVaci6n'.micrós2Ópic6:.·moÍfologfa, tamaño, reacción al Gram, 

presencia o a~se~~ia ~~--:~~P!~1·~~< ~;~~rbs.° inC:1usicmes de rese~a y 

movilidad. 
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Identificación 

Las colonias puras se ?ctivaron en TSA •. se confirmó la pureza mediante 

tinción. de. Gram. posterlClrm~f)te se aplicó la prueba' d~ I~ catalasa y la 
•,: 

oxidasa (Anexo 3) (fv\ac Fa(:jdln, 1993) y se procedió 6 utilizar.el si~t~má API • 
,> ·. ·. i: ·., ... :.~--(:t::~?-.;~.:r:·:.;,~~'.~2:~~~~:,~~J'.}::,:.~;;'f~'.:~~;:;~~>t:L!::.:.:.<:-~:.·~::,.:\'.::~:.;· .. : :--~~~;:.:.; __ ;_;X-·-~;:- ~~~,·:>~/~:.·~~_<> .... :;~?~·~. '.;.:·,/··._-~/>e . · . , _ .· 

que aun· cuan de>·· esta:: diseñado.' para·• el· estudio :.de.:· bacterias: de .interes 
· , '.- ,'. _:_ ~-':_~:;~~~j~: ?~f l~_;1~.{.s_~;~t~~\:'..~:zr~\rr:;_1:'.f.~_;/~;'.:~\ds:.rt~,~:t~~:J\;~~s~:~{~~-;-:z(:~+~-~>-::·~-~-~}:~~ -:-;(t: ~.::;<-_::~ -~·};: __ ~ :;: ~<~-.. :>::~~ _ .. :: :_.\ -. , . _: -
cl1nico .. ofrece'.IC]é.POSit>ilidad ;d~·det~!rnlO~f;,'.61" r~acciones. bioqu1mlcas,. I~ · 

::::.:ff :~~~~~~~l!íf j~~~~t~!f ¡~~~~ª:;¡~~~~;"·:: 
·información obtenida ;:cori:;das'. pruebas:;é:interiores se utilizó. la· galería API 

·----~·-:..: :;:~, ~- ¡:{~~::-~J-\?t>~~;::::< ~:-=·'-":~~,~'(:·i:":'J:·;{i~~F· ··- ::·J;_:( 

50CH B con la complernéntarió '~F'L29E; Siguiendo :el instrudivo deÍ 'sistema . 

API cada c~:~~ s~·;;~;~~6-'~~,Z%'.~;:~~ rico 1isA) y s~ i.ncubó: 3~~c' por 24 .. 

horas, 
-/,·,·; 
,:<" 

~:.•! 

':.- '_ . ~' : 

Con el crecimiento obtenido·. se prepararon : suspensiones con una 
.'. :, ·, ,. '~" -- ' '. , 

turbiedad igual: bl ·'punto : 2)c:::lé\ Me Farlcind, paró· ello se: emplearon 
, . - ¡•>·· ' ·-.'-' : .• ~·-,_. < 

::p:ll:a;,;;~~t~f¡%¡¡~~~i,~;::n~~~~::::,lah::t: 
cuello. se incub9ron por: .. 24•1)óra~:O 32ºC. En el caso de la galería 20E se 

.. :. ·-.' ·:·:<~·· '<~>- ··:-.:~.{.,\.!:;,_;:.~~>~-.~,--·-;_,-'..:·.·-.~·,__::.'· . .--··. " 

utilizaron los reveladore~ reqúerid6s er:i el.instructivo. 
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Para la identificación de las cepas se utilizó el software Apl Lab plus V.3.3.3. 

con el que se obtiene .el perfil numérico. a partir del cual el programa 
- - - - . 

proporciona el género y. la especie . microbiana con Gn porcentaje de 

confiabilidad. 

·<. '.~'.:' 
Comprobación de ; /a actividad bioC/egrcidadorci de /HA en las cepas 

aisladas. ,;.,·:. 

.... ' . - -... "~-'. '«" ·. ·~ ._-_ 
···:.·" 

,•·· - .. -;>··- 't:·· .. :::. >--·;-
en un espectrofotómetro U1trospec 3oooy se graficaroíl en 'tVíiC:rosoft i:Xce1. 

·.·.·: 
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Perfil enzimático de los subconsorcios 

En los subconsorcios la caracterización se limitó a la descripción 

morfológica y se ~omplémentó con el. perfil de enzimas constitutivas para 

lo cual. cada . subconsorcic;; se activó . en' TSA (24 h6ras y 32ºC) y 

posteriormente se inoculó en la galería API ZYM (Biomerieux). 

26 



5) RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Enriquecirriient() de cbnsorcios,biodegrododores de /HA 
:..·:;,-· 

.. :;\·:>,:.. ...-_~- • . .-_·_._!~_: ... :; 
.,•,,-

Se mTipmbQ,'1u~l~¡'~}~ti~.1~17la1e.c~OJO> ~ue·,.,.tmbojó.· .pmventenlru 

::"::::~z¿~~~t~,J~tl~i~il~~~1!~;~~~;~i~~~;::º~ 
microscopio después' de: s6mefoíléis c:í'' la.' lindón ,·de: Grdm\se< encontraron 

m~oocgont•m=.~gcU~~~~~!~!~~f~~~i~,,;~,~,)~ii~Xlf f"'iJ '· .. · 
En el caso de Kl .. se,encontraron,'Bacilos,cortos:y~largos:,G(+) ademas•.de 

: : . ·. _:, : i:~:::·: ::_~·~ -;~ -~-~-:!~~;f~~,,:~:~~~~{_---~.J;;;.f-~~~"~~~:t~:;~~.::;::~.;z~[~~f::_;i'.~~t":~!-~-?;lf:~~:,;~}~i\t~~~FJ~Y~~:~~::i~?~~:i~::~:_;.~.',_·:~-IV\·:·.' !-~'.- .. , __ ; :,: _ ;: · 
Bacilos .G(-); ·en·. el• c~so dei-consó~do-Gl/s·é'enc6ntrafon'BacHos~G( +[cortos y .. 

largos. -·_coc~b~-.~é; •• :i~-~~~~\1~~\:~(~~~:fiR~~f ~;{.~1_;~~já~~~~ii~~!~~t~.~11~ron;·c~cos. 
cocobacilos yba~ilos• __ G(~):'a~í·Como~:bacilos::c;¡+¡;'•'En-.él:~onso~cio G2 se 

ha·l.laron coco~ .. #9ci~~~ilo~·~;~~;1:i~o~'.;~i¡!f ~!{~~'~i~h'.'~.~~¡1~:::Y c?cob°.~ilós 
··:,·:::.:·'.·.: -,,·· 

G(+). , -· ::_._: .. •.::_•.·.·.::'.::. ·: ..... · ·<· •. _ -.-.... ·:.,,./.· .. 

En las gráfica~ .Y 2~~·rf1ú~~tr~'.'e!i,~ufo~016'·~~·1a ~e¡nsidad poblacional en 

ambos consorcios. En KÍ fu~jniBediata, en tcmtCÍ que G l mostró una fase de 

adaptación inic,ia\ v0na f~~~ )cS~~:~ít;i;~ .de 48 roras . 
. ·,' 
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Gráfica 1. Curva de crecimiento del consorcio Kl 
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Gráfica 2. Curva de crecimiento del consorcio G l 
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Aislamiento de microorganismos capaces de biodegradar /HA 

Aislamiento primario. Y. confirmación de la utilización de /HA en /as colonias 

seleccionadas 

En las tablas y . 2 s~ muestr.ari las . cara~terísticas de las .colonias 

seleccionadas. en el ciislamiento priri"iario .• Eri estas se ob~e..Vc:i qCetodas 'las 
'.' ."<.''"' "·:·': 

colonias fueron·.· capaces . d~\desarronÓrse' ~,.; 165 .·.a6s·~'.~edios; de' C:ulti~o 

utilizados .. EI crecimiento•o~te71ci~\~~~~,ffi.~t~~:;~i~#i.%~t~~~j'.·;~;:1J:~~N··1·¡·•·mós el 

IHA confirma que las colónicis seieicciOriadas:•utiliian·e¡1·:.1H.A'respeé::tivo como 

fuente de carbono. ·, ::~.Y~i;i~!f~füf~~~1"iift~/¡J¡t~~(~~f.~~:.'J.;<· , : ·. . 
La comparación de las'característic<:Js'col~nialesobtenidasenlosmedios 301 

A rrab1a 1 i v rsA rrab1a.21:rn~~stf~~:~iJi;~:~;~¡j*~·~#~#~l~?,~~~d~og.~9 fúef~.úv 
similar y el desarrollo má~ .. réducicjo ·,;; 0qu;a'se rrl~Ílifestó i3?r.·1a'C:c:Ú1Údad y 

.:_:,.·o;· ,,· 
.• ,e ._,_· ••. 
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tamaño de las colonias. En tanto que en TSA se presentó mayor desarrollo y 

diversidad; no obstante 1c:lscar(Jcterísticas micn:lscópicas fueron similares en 

los.dos tip.osd~rn~diosde c:ultivo. En:amboscasos.seobserva.que sól.o en 

indica'que eLconsorclo•inicialJue sepafodo eri subconsorciosy que dé las 17 

. · .. · .. · .... · ........... '~). ~~l~,:~·4.ca~os se •reglstr~· u~ sol~ tipo de 

bacteri~s.· 

Considerand~ que la difer~~ciaci~n de colo~ias es.mayor en TSA; s~ decidió 

emplear.este med;genlas~igGí.~~t~s~;apa¡.•~e aislamiento. 
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Tabla 1. Resultados de la comprobación de la actividad biodegradadora de 
IHA de 17 colonias seleccionadas en el .aislamiento primario. 

COLONIA MACROMORFOLOGÍA MICROMORFOLOGÍA 
Kl 1 Puntiforme, filamentoso, Bacilos Gl+l v 0(-l 
K12 plana, bu tirosa, blanca, 1 mm. Bacilos O(+) largos y cortos 
K13 Bacilos G(+) 2 tamaños y G(-) 
K14 Bacilos G(+) 2 tamaños y G(-) 
K21 Puntiforme, entero, plana, Cocobacilos y bacilos G(-) 
K22 butirosa, blanca, 1 mm. Cocos G[-) 
K23 Bacilos G(-) 
K24 Bacilos Gí+l v OC-) 
011 Puntiforme, ondulado, plana, Cocobacilos y bacilos G(+) 

butirosa, blanca con centro 
012 opaco y borde transparente, 1- Cocobacilos y bacilos G(-), bacilos 

G(+l 
013 

2mm. Bacilos G(+) 2 tamaños y G(-) 
014 Bacilos cortos y largos Gl+l 
015 Bacilos O(+) y G(-) 
016 Bacilos Gí+l v Gí-l 
021 Puntiforme, entero, plana, Bacilos G(+) 
022 butirosa, blanca, 1 mm. Cocos, cocobacilos v bacilos Gí-l 
023 Bacilos O(+) y cocobacilos G(-) 
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Tabla 2 .Resultados del aislamiento primario. Caracterización de 1 7 colonias 
desarrolladas en TSA. 

COLONIA MACROMORFOLOGÍA MICROMORFOLOGÍA 

Kl 1 Circular, entero , convexa, mucoicle, Bacilos G(+) y G(-) 
blanca, centro oscuro, 2mm. 

Kl2 Circular, entero, convexa, mucoidc, Bacilos cortos y largos G(+) 
blanca, 2mm. 

Kl3 Circular, entero, convexa, butirosa, Bacilos G(+) 2 tamaños y G(-) 
blanca, 2 mm. 

Kl4 Puntiformc, entero, convexa, mucoide, Bacilos G(+) 2 tamaños y G(-) 
blanca, lmm. 

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

K22 Circular, entero, convexa, butirosa, 
amarillo intenso, 2 mm. 

Cocos G(-) 

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

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

Gll Puntiformc, entero, plana, mucoide, Bacilos y cocobacilos O(+) 
blanca, 1 mm. 

G12 Circular, ondulado, rugosa, butirosa, Cocobacilos y bacilos 0(-). bacilos 
blanca, centro mas oscuro, 1.5 mm. Ol+l 

G13 Circular, entero, convexa, butirosa, Bacilos O(+) 2 tamaños y 0(-) 
blanca, 2mm. 

Gl4 Circular, entero, convexa, mucoiclc, Bacilos O(+) largos y cortos 
blanca, 2mm. 

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

G16 Circular, ondulado, rugosa, butirosa, Bacilos O(+) y 0(-) 
crema, 2mm. 

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

G22 Circular, entero, convexa, butirosa, Cocos, cocobacilos y bacilos 0(-) 
crema, 2mm. 

G23 Circular, entero, convexa, mucoidc, Bacilos O(+)y cocobacilos G(-) 
crema, 2mm. 
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Aislamiento primario. secundario y terciario 

En la tab.la 3 se muestran las claves de los subconsorcios y _cultivos puros que 

se obtuvieron en las diferentes etapas de aislamlentO. En ~sta se observa que 

en el aisl0mi:ni6 'primario .se obtuvieron'' cuatrj; tipos< de•· c~l;;,nicis •. del 

consorc_io••K'1\~;t¡~~~,~~1}~j~Ít~.~t.;~2~}~{<~2'.~~:··\.!:;'.•:'.~'.:,·;{._.-:::-· • .<? .•• ~ :.···· • . 
Erí la segunda etcipa de.aislcimierito se'obtuviérorl'ciné:o tipos de. resultados: 

ª 1 ca,:n;~~)J1{fij~~iill~i~¡">j . · .. ··. 
b) Corifirmacic:5ri de un S?IO tipo'de rnor:'fólogía. coloriial y microscópica en 

c) ;:~'.dº:~ii~i\\;~~iíi~l~i~~~:> r .• .·• 
d) Subéultiv'os.•éi::iri' cciracterísticas igüales"6i lcis óbseryadas en las colonicis 

-·:: -~.:-.<. "! -~ ~-~,/:~. :.:;:}~:~·.'_/_:i~-;~:,~,:~~~M~~}t;~it~~f~~~-~:¡~1~}:~i~~;~f;;~t~{:{~~t0'.f~~j}}.}·.'t~~-~:¡:.~~~¿~~-~:-;~'._,~~:r :~-i~~<: ·._ ,: :: ::: . -
del ·aislamienfo•p~irnai-io~:que>se··~déscr!biéron ,en 'la_,tab.lá ·2 (Kl. 2 • .G 12. 

G.1._4 y~9:1sW~~;i:~dií;,;"~~f:.:~:t{s:~j:)-~'f i~·jlfm;,:m;T:'·';\:~·:>::(·(·' ·.· •. ··.--.~·-·.:· .. ··• .. . 
e) Segregáéióri'de '.2 o:3 'tip.os 'éfe colonias a partir de? de los aislamientos 

primario~. 2~s}~g~~¡~;~;ísÍi2a~ detalladas de éstas. se describen en la 
";~.~·~··Tf:);.: :.}\;/ :'::.:.:·:: · 

tabla·4:.:,, _'.;··.•i:t ';(·._., 

Re•p.,cta ¡,,J\~.Í(1gKi;b\e, 9onven;ente hacec hincapié en el hecho de que 

durant~ el ai;la~;~~~~~irnario solo K21. K22. K23 y G21 mostraron un solo 
.· ···-, ·i·,,._, 

tipo de rriórtológ,i.O, ITiicrosé:ópica y aparentemente correspondían a cultivos 

puros. d_e ¿stós. s()1() G21 constituido por bacilosGram positivos fue capaz de 
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desarrollarse en la siguientes resiembras, en tanto que los otros, así como G22 
,. · .. : . . . 

constituidos por bacterias.· Gram r;egativas n~ •. se desarrc;>l.laron: . E.n. estos 4 

casos se procedió a regresar a IOssübcultivos conservados enTsA:y 301 Á; los 
. ·:..~ - ., ';:·,: ::';;, ~- . ... ,:, - " ., ~ '" •. -... _, , .:; --· . '.¡_7 

que para• .s~;df ,'..J~~~~~f d;J;t~~t~}i~*~:J:0~:~~~~'.(~t·~;%,i .• ~.~~~~~,z:.,~:J~1{~~;1í~~i~bs · 
correspondientes'e·incubadds ;a ·32~CJdurante ?.días;'despüés··de .los· cúales 

=.~:/ .. .-.. · :.~";~·:::.~.":·:#R-<!':'J.:~t·~.~~t.~~\~~~~.~:-~··~:~~f,:F2i, ~-~?.~~· '.;;J.~~-<:'-;t~f.::;: :::·~~- .. ::~< ~:_·· -·;:~~~;::\~:\~· . .:t:-::··~:\C< ·. . ~-·:::(~:·. . ·, .. ···- _., -,· · 
tampoco se ~;~istre·:d.esarroUo~.· En-otros· ~studios este. tipo de resultados se 

::::;1,¡J;jMt2~lt~1~~0•f;~¿t~lo< ini~~~d~ I~ don•~c~ 
- . _.,, ):}\:)~.~-~:·:::;~S~)~~,, --- - -·· . . ·. ·, 

Con objeto de cónfi~Ílléfki pureza de los subcultivos señalados en by e; así 
';' ,":,~---~¿-;• ~,_·,;;~··· '> '/· 

como de favcx€lC;;~r I;; separación de los integrantes de l~s subcol1sorcÍos 
--·- , .. _.' '--):i;' .;-·-e,_·• .. ·•'.'··"--~·· ' : ,/ -- '. : '~º- -·-- · :'; ,._ ,- : .. '. · 

-. .--·_- .::.-:~-·:;~;-~·::·;;:,;::.'_'_ .. , .. _-. ··:.: . , ·,-~: : .. -'_'-~o': .,·,.··:- .. .-- ... ,: _ _ .. ,·: 

indicados en d Y. e; todos los subcultivos fueron resembrados tres veces rnás. 

En cada oca:ió~; e~ la preparación .de las dil~ci¿~~~:·6d~~Ós<:c:l¡¿':c;~¡th'/~ 
... - . _,~ ~-,·,-;;_!.,',.,--,-,_ .. , .... ·.:.<·~/,::;~:'i,: 

utilizar te~soactiv~s.··· .se .·. sustituy'~•. :::~¡·,~~i[t.~JG( .. :~~~\t%í?;7~~~~~~~~j'.,i~J~Hna·. 
(comunicación personal con .. el : Dr;;• Gütierrezt.Pabello};;:lo ~qUe': permitió· la 

· ·. · . ~:-~./.· : .. :.· . · . .-.-._ ....... ;:,<'..-! ~ -> ~;~~:.' ~~~~;;~\::~~~~~(?::~~-;,y:~~~~1~~~~·i:~:~~\X~t~?r:. '--:.'.:,::>~::r<'.-~-~-~~: .· {> .... :_. _ · · ·, 
obtención de . 40. colonias con' c'a'racterísticas~ 'i:Íiferenfes;\•;d·e .·las' duales. 28. 

. . -· : .. : ·-.: /-~~;,:. :>~~-~:~::.;-:~~~~'.t>~;~;~~~i\J1~:f(\~1~t~}It~i~~.;~-~~f~/t)};,'.-({~_/_,\~7~~i~~Y~:-~:,I~t'(.i!:~S,:-~:'.->"ff "· ~- i~}'.~~,--~-·.:_:'- ·~: ·: .. 
estuvieron representadas porsubc.onsorcios '>:'<;l. 2 por~ciJltivos puros (Tabla· 3). 

: '' . - .. - .. ~ -· ~.,' ~-. ;; . : ;~ ; " - . 
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Tabla 3. Claves asignadas a subconsorcios y cultivos puros obtenidos a partir 
de los consorcios K 1. K2. G l y G2. 

CONSORCIOS AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO TERCIARIO 
PRIMARIO SECUNDARIO 

Kl Kl l Klla Kl la 
Kllb Kl lb 

Kl2 Kl2 Kl2aa 
Kl2bb 
Kl2cc 

Kl3 Kl3a Kl3aa 
K13ab 
Kl3ao 

Kl3b Kl3ba 
K13bo 

K13c K13ca 
K13cb 

Kl4 Kl4a Kl4aa 
K14ab 
K14ac 

Kl4b Kl4bo 
Kl4bb 
Kl4bc 

Kl4c Kl4c 
K2 K21 Sin desarrollo Sin desarrollo 

K22 Sin desarrollo Sin desarrollo 
K23 Sin desarrollo Sin desarrollo 
K24 K24a K24aao 

K24abo 
K24b K24b 
K24c K24c 

Gl Gl l Glla Gl la 
Gllb Gl lbo 

Gllbb 
Gl2 Gl2 Gl2 
Gl3 Gl3a Gl3ao 

Gl3ab 
Gl3b Gl3b 

Gl4 Gl4 Gl4ao 
Gl4bo 

GlS GlSa GlSaa 
GlSab 

Gl6, Gl6a Gl6aa 
Gl6ab 

Gl6b Gl6bo 
Gl6bb 

G2 G2lo G2ln G2ln 
G22 Sin desarrollo Sin desarrollo 
G23 G23p G23p 
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El subconsorcio G 12 obtenido en la primera etapa de aislamiento. así como 

K 11 b, K l 4c, K24b, K24c, G 11 a y G l 3b procede~tes delaislamiento 

secundario pres~ntCJron las mismas caracte~ísticasd~s~:ita~eX las .tablas 2 y 
~,'-.-·.,.. . . ·~ .. ::::,:::;;.-. .-~_ .. _,: __ ,;~!;, '" .,. 

4, por lo que en las tablas 5 y 6 solos~ describ'e la ~'2'iio1ciára :colc:mial y, 
•• ''.,,.-, • • ,. :·, •• -·<,.,- ·:-. r.-·· ··.-. ::' -~"-<~<.J<_ '·'.'..:1,'.: - ,' _,. - .• 

:::~:=:~e~~t~:~,~~'~;~1,~il~i~i!:J;;an I~< 
En resumen, dieclseis·'súbconsorcios:correspónden.a mezclas·,de.bacilos 
· -~ - -___ :; -_: -- ::--'.·:.:·:"' -: ,-~-:\<::· s;~-~.:~~~)t~;~~ .. -~~~1~~-~~:~:{At~;,~\~~;}!~:~~~1:.~tf-~~:¿~; :i~~~~; ~~:!~}e:_~~;,_~,-~;~f ~-~-~-~~:~;.>.?.-~-t::::~_:·:-:;~-~~:-;;_~-.'.~ .. :--: :~-· :_,_ -\-r:· -_ · ,_ - . , 

Gram positivos de:difeirentes fomcíñós;' muchos''de'ellósespórülódosy algunos 
: .. ... ._ ~ · · ~--~: , n·~:·;--~- ~ .): \'{~::%:-::·~-:~~:~.~~'. :~~~ ;;~\i.'./::-:.-,:~/:~~ ~ :-~~ ;) ·'.'·'.:: .. :_:_::: _:- ·::·r~:·:;,~' ~,._, ,~~~.-:: · .. ::.,~ , . . . . .· 

con gránulos citoplasmóticós;oncea;mezclas'debact.erias Gram positivasy 

negativas yen· un~~lo <'.:ci~bs::~r:~~~t~;~n J;¿~jC>s,; d6cobacilos Gram 

negativos. · 
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Tabla 4.Resultados del aislamiento secundario. Caracterización de 18 
colonias desarrolladas en TSA de los consorcios K 1 • K2 , G 1 y G2. 

COLONIA MACROMORFOLOGiA MICROMORFOLOGiA 
Kl la Puntifonnc entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños y pocos 

mucoide, blanca, lmm. bacilos G(-) 
Kl lb Puntifonne, entero, plana, Bacilos G(+) de varios tamaños, 

butirosa, blanca, 1 mm. afounos con gránulos 
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(-) 
mucoidc, blanca, 2-3 mm. 

K13c Puntiformc, entero, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-) 
hutirosa, blanca, 1-2mm. 

K14a Puntiformc, entero, plana, Bacilos G(+) y bacilos G(-) 
butirosa, blanca 1-2 mm. . .: 

Kl4b Puntiforrnc, entero, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-) . .. 
butirosa, blanca, 1-2 mm. 

Kl4c Puntiforntc, entero, convexa, Bacilos G(+) y bacilos G(-) . i . ... ··.· .• butirosa, blanca, 2mm. 
K24a Circular, entero, plana, mucoide, Bacilos G(+) de dos tamaños . .. 

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. 
Gl la Puntiformc, plana, entero, Bacilos G(+) desteñidos de dos 

mucoidc, blanca, lmm. tamaños, extremos redondos 
Gl lb Circular, ondulado, plana, Bacilos G(+), extremos redondos y G(-) 

mucoidc, blanca, 2mm. formando cadenas y con extremos 
redondos 

Gl3a Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) y G(-) 
mucoide, blanca, 2mm. 

G13b Circular, entero, plana, mucoide, Bacilos G(+) y G(-) cortos 
blanca, 2mm. 

G16a Circular, entero, plana, butirosa, Bacilos G(+), G(-) y cocos 
crema, 2mm. 

G16b Circular, entero, plana, butirosa, Bacilos G(+) de dos tamaños 
blanca, 2mm. 

023 Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) 
mucoide, crema, 2mm. 
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Tabla 5. Resultados del aislamiento terciario. Caracterización de 13 
subconsorcios desarrollados en TSA. 

COLONIA MACROMORFOLOGÍA MICROMORFOLOGÍA 
Kl2aa Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) ele dos tamaños, extremos 

mucoidc, crema, 3mm. redondos, con granules y en cadenas 
lani:as 

Kl2bb Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños, extremos 
mucoide, crema, 3mm. redondos 

K12cc Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños 
mucoide, crema, 2mm. 

K13aa Circular, entero, convexa, Bacilos G(+), con granules y esporulados 
mucoide, crema, 2-3 mm. Y G(-l 

Kl3ab 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(-) 
mucoidc, crema, 1 mm. 

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

K13cb Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) cortos, extremos redondos y 
mucoide, crema, 2-3mm. G{-} en empalizada 

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

Kl4ab Circular, entero, convexa, Bacilos G(+), extremos redondos, con 
mucoidc, crema, 2-3rnm. =ánulos vGí-l 

Kl4ac Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) ele dos tamaños, con 
1nucoide, crema, 2mm. =ánulos 

Kl4bb Circular, entero, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños con 
mucoidc, crema, 2·3mm. =ánulos v esporulados 

Kl4bc Circular, irregular, convexa, Bacilos G(-) cortos y largos 
mucoide, crema, 2-3mm. 
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Tabla 6.Resultados del aislamiento terciario. Caracterización de 7 
subconsorcios desarrollados en TSA. 

COLONIA MACROMORFOLOGÍA MICROMORFOLOGIA 
Gllbb Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños, extremos 

mucoide, crema, 2-3 mm. redondos y sin agrupación 
G13ab Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños 

mucoide, crema, 2-3 mm. 
G15aa Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños, extremos 

mucoide, crema, centro más redondos y sin agrupación 
oscuro, 2-3 mm. 

G15ab Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) de dos tamaños, extremos 
mucoidc, crema, 2-3 mm. redondos y esporulados 

G16aa Circular, entero, plana, Bacilos G(+) y G(-) extremos redondos en 
mucoide, blanca, 2-3 mm. cadenas cortas, cocos G(-) en racimos 

pequeños 
G16ab Circular, entero, plana, Bacilos G(+), largos y cortos, extremos 

mucoide, blanca, 2-3 mm. redondos y sin agrupación y G(-) cortos, 
extremos redondos v sin agrupación 

G16bb Circular, irregular, convexa, Bacilos G(+) largos esporulados y cortos con 
mucoide, crema, 2-3 mm. extremos redondos v sin agrupación 

Caracterización primario de cepas puras 

En la tabla 7 se presentan las características macroscópicas y microscópicas 

de las 12 cepas aisla~as: así como losresultados de las pruebas de oxicfosa y 
' •, ~ '·~, . ··•, 

catalasa ... En· esta : .. s~._.{:b~~i~;f,~~;~;~;~~~i~k~,f~~~~f;~~Vjt~~i${~~~~;~{'.·°:~t\)~~·· · 
K13bp. Kl4bp):.dcis de K2r(K24aóp>cK24abp);\'Cinco'de"GU(Gl.lbpJG13áp; 

: : ·. ·. . : .. '.: .· ... · · -~ ·: '.: ... :.\<};:}~i:~;~:~t:;1;f ~~NU~~~~;~;:;: ~1tt :~~0~~~i:r;~~It~ 1Ff 1&~5.:i)J~h\~?~;.;~~}.'~.1;.~t~,t~;~.i;l~it~~ ;.úf.f :/:l~~~~~t::.~~·:j~;!i~:f -~·'.:~-:;~<'~· .. · · ... · 
G 14ap. G 14bp:V G 16bpL'{7dos):Jel:G2:¡c;2rpy;.G23p)>Unq ~()lcipépé:í'.(Kl ~bp). 

--~~~:.··~ · ~X:.~+:rt~~-~i~_:.:~~~~)3~)~1::?,7.~~~:- ··i~ -·~~~~~;~ 1 :·it1i-~,-:<~Z:'.:, -~~t~}: ;~(-~1~~~~;~:!~:.::~J:·~y:··c::~-~~-~- :-:~~~1;r;;;;;=.:;.· .. '· :;.~ ~ . -
es Gram negativa lo que confirma que el preaominio,de Gram positivas. Por 

•

2 

: , =:·: ~·;{ ,:_- ~- -7~:~:~;;:;: q: ~~~~~:r~.;~~:~-~:fr::~~;~j::-~; J?: ·.:._:: ?.'.~. ~ ~: ~ ~~:7'_~rv:~~7}i~-~/::;-f ~y~:~~;.;:;~/~:~; ~~f >;~~{~t(~_'.f ;,~;~~!f ~~~s -~; ,/~:: ~--/ :: : '.: \' .. : ~ 
otra parte se obser:vo qu~;tocjas las cepas: resultaron 9xi~asa r:ie.gativas y 

cataiasa positivas. '''.: - ' ' • . -· •.. > ' . 
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Tabla 7. Caracterización primaria de 12 cepas puras. 

CEPA 
Kl3ap 

Kl3bp 

Kl4bp 

K24aap 

MACROMORFOLOGÍ/\ 
Circular, entero, 
convexa, butirosa, 
blanca, 2 mm. 
Circular, entero, 
convexa, mucoidc, 
crema, 2-3 mm. 

Puntiformc, entero, 
convexa, butirosa, 
crema, 1 mm. 
Circular, irregular, 
convexa, mucoidc, 
crema, 3mm. 

K24abp Circular, irregular, 
convexa, mucoide, 
crema, 3mm. 

O 11 bp Circular, irregular, 
convexa, mucoidc, 
crema, 2-3 mm. 

Gl3ap Circular, entero, 
convexa, mucoide, 
blanca, 2mm. 

Gl4ap Circular, irregular, 
corrugada, mucoide, 
crema, 2 mm. 

Gl4bp Circular, irregular, 
corrugada, mucoidc, 
crema, 2 mm. 

G 16bp Puntifonnc, entero, 
convexa, butirosa, 
crema con centro 
trans arente, 1 mm. 

G2lp 

G23p 

Circular, ondulado, 
convexa, mucoidc, 
blanca, 2-3 mm. 
Circular, ondulado, 
convexa, mucoide, 
blanca, 2-3 mm. 

MICROMORFOLOGÍ/\ 
Bacilos O(+) con gránulos, 
esporulados, cadenas 
cortas, 3 m 1.5 im 
13acilos O(+) desteñidos, 
esporulados con extremos 
redondos y en cadenas, 3-
4 im 1.5 im 
Bacilos 0(-), con extremos 
redondos y sin 

ación, 3 Lm 1.5 tm 
Bacilos O(+) largos con 
gránulos, extremos 
redondos y esporulados, 3-
4 im 1.5 im 
Bacilos O(+) largos con 
b>Tánulos, extremos 
redondos y esporulados, 
3-4 1m 1.5 m 
Bacilos G(+), con gránulos 
y en cadenas, 3µm/ l.5µm 

Cocobacilos G(+), con 
extremos redondos, 
1.5 m 1.5 m, 
Bacilos O(+), largos y 
anchos con extremos 
redondos, 3-4 im 1.5 m, 
Bacilos O(+), con extremos 
redondos y en cadenas, 3-
4 m 1.5 m 
Bacilos O(+) con extremos 
redondos y cadenas muy 
largas, 3µm/ l.5µm 

Bacilos G(+) desteñidos 
con gránulos, esporulados, 
3-4 tm 1.5 m 
Bacilos O(+) desteñidos 
con gránulos, esporulados, 
3-4 /1.5 m 

OXIDAS/\, CATAL/\SA 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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Identificación 

Considerando el Gram y la presencia de esporas se procedió a consultar 
. . ' . -

la sección 13 del .. Bergey's Manual of System9tic. Bacl~fi?i()9Y, en la que s~ 

incluyen. 6 géneros éle bacilos· y cocos Gram positivos'Formaciores de 
. -. . . .. . ·. . ' . ' . -. : - . . -·'" -. ' ,., - - ,· .. -,.-.•-, ~:. .... : ·- . ~ -- " :.,, ' .. ' . " . . - : . 

<;·,_;.:. ~--· .-):;. "' 

endosporas, lo, qÚe , p~rmitió descarté::ir .' s; géneros: que . corresponden a 
. ';: .. _,: ".i' --~:'< .,. ::';./,, .. - '.: - . '. ·• -- .- - ' ,'·, _- : .. ' •·"'-: ·, ~ ~: :: . : ; 'i·/' ·.;···":• ' · .. ,.._, .: '.t¿.;.:.- <:.>~," ::/ -~~;· 

. c1ostridium, ··· ó~sJ1roibfT1'6~tiufTI. < ; Esp~rb1a<ito6'r;Jéi1¡Ü~;r· ,' osé/llospota y 

Sporosarcina. Los J6s ~ri~~;~~;~~~i~~' J!~Jk~;g~··g·~~~~~·t;i;~".~~t~~tgs /por lo·. 
;. ·:~>~< -« '··::.: "~-';_'i'(-~:·:-.'. <'· ';'. ~<:"/.>::~f~ ~ _: ::~--> ~- ::. ,:_ :: '--~- ,:_.,; .. _:: .- --~ '\·~:. ·, :-.;: . : :~·;;. _: ~ ~-~-

tan to no se pudi~f6'n ·desarrollar; en· ias .. condiclones que se emplearon; en; 

tanto que Esporo/acto~a~;//~~:c(an::14bio·f~~uitativ~)<~s···catalasa' n~g~tivo.·y 

:~::~:~~=~¡~~i~~~~~tlj~~~~~:~~~:~; 
:~:~::1~tit'f llllltlif 1111::::: 
Con base ·eri 16 anteriór.para'.iá7identificddón~·de 16s-_bacilósise: aplicó el. 

·:.; /:. · .. "\-(.,:·?\ ·}~_~¿r;3?:ft1;;~~1~?:;:~~,>Ji~}:.~t~?Z:)'Nt~~t\!0!~~:~;:~~i~~fH·:'F~i~Y;u~::¡~:~~f,(~~~~'.~'.;~~li~~;:::~:J,::::\~( ::;:, .. :· .. ,: ... :·~, ,~:· ; , . 
sistema de gale~ías ::,t\PI jSOc·CH.B'!yXsü'corJiplemen,tórici':20E;c Los'. resultados ·.se 

. . _ -.. : · ::: .;:.·,:·,- :j~~~/:f{·;~~)\1~1,~-~:~::.{i:~~~,:~,:;;~~P:t>~t$~:f;;r~~~~~~~h~~~;i;~\~l~~~l:?;;~iJ¿~~f,~~~-:~~~~~li::~;.ff:~~(~I~~\-:: ~~~:;(:: {·j~::: · :·:·: ..... -· 
muestran en la ,tabla 8; enésfriseobseiVéi'eiíJorma generdldos'grupos, én el 

~- .. ->.·.: ·: '.:,:~;-;~--~:'.:~--;~·~;~~::~)J:;rJ;~~r~~~~=:~t;_r:2t~\;}f -~~~~;;·{~;~;~::~:_2 1~?:x;~~-~~}t~;j; ~- .. ::kt~·~/ .. ~ .. ~'.&:;~;r~rr:::.(i.'..::{:~;·:: ·~.:_:::~::,: .:'.:/:::._:_ ~: '.'.~' -:·.-
primero se incluyen, ~()cho\cépas 'qüe variaron : eritre: sí .de 5'a;''14 .de Jos 

pruebas efedu~~~~'~/,¿~~~~~f,g''t'~t~;m~n;1:~f~r=ntés ¿·i;i(b' ~: G~3p:~;n, ;1 de 

las 6 1 pruebas re'CliizCldas: 
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El análisis del perfil bioquímico con el software API lab plusV3.3.3 permitió la 

identificación con ~n grad() d.e confiabilidcid superior' al° 953 de 6 de las 
- . ~· ; ' : 

cepas que corresponden a: 

Kl3ap 
Kl3bp 
Gllbp 
Gl4ap 
Gl4bp 
Gl6bp 

· Baci//us licheniformis 
Baci//us licheniformis 
Baci//us licheniformis 
Baci//us subtilis 
Baci//us subtilis 
Baci//us licheniformis 

99.93 
99.93 
99.93 
953 
953 
99.93. 

Considerando que el sistema API .está diseñado para la identificación de 

especies de interés clínico, no fue''s~~~rendente ~ue para las cepas .K24aap, 
'" . -~ - ·. ,:,. - . :,- -' .'· :· ·-,'.-- · .. ·:,' - ... •. . • ·. - e -· , - •. . . .. , 

K24abp, G21 p y G23p n;'~'e.io¡;ir.;ra la .idehtificación;,de la esp~~Íe y 

únicamente fueran id_entific6C::1c.l~comO ~iembrosdel género Baci//us. 
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Tabla 8. Resultados de las oruebas de identificación con las aalerfas API 50 CHB v 20E 
PRUEBA K13AP K130P K24AAP K24ABP 01 H3P GMAP G14BP 016BP 021P 023P 
Glicerol ISOCHBI + 

D-arnbi11osu 
L-nrabi110sa 
Ribos.a 
D-xilos.."\ 
L-xilosa. 
Adonitol 
1\ metil-xilosido 
Galactosa 
D-Ptucosa 
D-íructosa 
D-m;.u1osa 
L-sod>0sa 
Ram110s.-'"l 
Dulcitol 
lnositol 
Manitol 
Sorbitol 
u. metiJD-manosido 
u. metilD-Rlucósido 
N -acetil 2lucosamina 
AmiRda.Jina 
Arbutina 
Esculina 
Salicitm 
Cclobiosa 
Maltos.---i 

L..'lctosa 

Melibiosa 
Sacarosa 
Trchalosa 
lnulina 
Melc..-citosa 
D-rafinosa 
Almidón 
Glicógeno 
Xilitol 
ll-Rc11tiobios.a 
D-turmtosa 

0-lixosa 
D-tmmtosa 
D-fucos.--i 

L-fucos.---i 

D-arabitol 
L-arnbitol 
Gluconato 

2-ccto2luco11ato 
5-cctoR,luconato 

ONPG120El 
ADH 
LDC 
ODC 
Citrato 
Acido sulfhídrico 
Urea 
TOA 
lndol 
Voqes-Proskauer 
Gelallnasa 
Nitratos 
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Por otra parte llama la atención que cepas Identificadas como Baci//us 

/icheniformis ~resénta'n difere~cias en la prueba de Voges-Proskauer(VP), la 
.. ·-' .. ·'·e·-' ' - . -.·· ·-. ' .. • . ·- ,·. '. • 

positiva . 

.. ·,, 

de 

API. incluy~n 
·- \:·- . -· ''.'_~-·::». ,1:·.· ,,,_- -°::' 

para Ici\sepa~adón ~~ gf~pos. tales como las réccímeridacias en 1968 por 
,-.-~<.·; 

Wolf y Barkér (Kuhílig y Borst, 1985). 

Con base en.·10.~nterior para las cepas no identificadas se decidió aplicar la 

marcha de~Wol~ ~ Barker ( 1968) (anexo 4) y confirma~: los resultados de los dos 

sistemas m~c::liarü~ la marcha de Gordon (l ~77) (aME!xo 5), cuyos criterios son 

recomendad~s ~;n,eiBergey's Mcinual Ó(s0i~~;,;bti2;,~,d~teriology (1986). 

En la tabla 9 ~m"e::an ~ª'o[~~~~,~~~;i~t~1i ~n da< cepa< de 

referencia y las 4 cepas.que no fueron.identificados por el sistema API. La . - .. , .'···· 
":1·. ," 
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comparación de los resultados con el esquema de separación de especies· 

propuesto por Wolf y Barker (anexo 4 ) permitió identificar a las cuatro cepas 

como Bacil/us cereus. 

T bl 9 R a a esu lt d d a os e a more h d W lf B k a e o V ar er 
PRUEBA B.SUBTIL/S B. LICHENIFORMIS K24AAP K24ABP G21P G23P 
Espora oval + + + + + + 
Crecimiento a pH 6 y - - - - - -
60ºC 
Crecimiento con - + + + + + 
glucosa en 
anacrobiosis 
Lccitinasa - - + + + + 
Acido a partir de + - - - - -
glucosa con amonio 
Vogcs Proskauer + - + + + + 

En la tabla l O se exponen los resultados de la tercera serie de pruebas de 

identificación que corresponden a la marcha de Gordon la que permitió 

separar a las cepas como se indica en la figura l, con lo que se logró ratificar 

la especie de 4 de las cepas previamente identificadas (Kl3ap, Kl3bp, G2lp 

y G23p). en tanto que para las otras seis la ldemtificación es confusa. 
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Figura 1. Marcha de Gordon ( 1977) 

CATALASA 

( +~ --------. ( ·) 
V No se siguió por que 

/ 
(+ J (Kl3ap.Kl3bp. K24aap, 
K24abp,G l 4bp,G21 p,G23p) 
Desarrollo en agar. 
e+ onoerobiosis 

( +) (Kl3ap.Kl3bp, K24aap, 
K24abp.G l 4bp,G2 l p.G23p) 

Desorrollo a 50ºC 

(Kl3ap.Kl3bp. 
K24aap. 

( ·) 
Hidrólisis de almidón 

1 l 
( +) ( -) 

f+) \ 
K24abp,G l 4bp) 

Desarrollo B. subtilis B. pumi/us 
en 73 NaCI 

j \ Ác {G21~:)G23p) 
\~º d\~y fog 

(+) (-) (+J ~ ( -) 
B. licheniformis B.coagulans 
K13op 
Kl3bp 
K24aap 
K24abp 
G14bp 

B. polYmvxo Desarrollo pH 5.7 

"' .. ( +) ( ·) 
B. cereus B. olvei 
G21p 

G23p 

--------~--··l·•~;~ ..... --·~·----

lodos las cepas en estudio son 
catalasa positivas. 

( ·) 
(GI lbp. Gl4bp. Gl6bp) 

Desa711o~ 

(+) ( ·) 

B.steorothermophilus Hidrólisis de 
Almidón 

(GI lbp.Gl4bp;Gl6bp) 

/ (Todas las cepas 
/ ... : . fueron positivos) 

( +) 
ácido de 

Glucosa 
y N inorg. 

j\ 
1 +) ( ·) 

B. macerons Ulillzaclón 
G 11 bp de citrato 

Gl6bp 
G14bp ¡ \ 

{+) ( ·) 
B. megaterium pH en caldo 

VP<6 

"' .. 
( +) ( ·) 

B. clrculans B. flrmus 
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Tabla 10. Resultados de la marcha orGordon 
PRUEBA Kl3AP Kl3BP K24AAP Gl4BP Gl6BP G21P G23P 
Catalasa + + + + + + + + + + 
VP + + + + + + + 
Desarrollo a + + + + + * 
SOºC en CN 
Crecimiento + + + + * * + * 
en AN con 
7'!1í)NnCI 
Crecimiento * * * * * + + 
a pH 5.7 
(CN) 
Desarrollo + + + + 
en 
anaerobiosis 
Desarrollo a * * 
65ºC 

Hidrólisis de * * 
almidón 
Acicloy gas *· 
de lucosa 

* La prueba no es necesoria•~J;~~~~:{~~~-\ /:~~·· , . , i:-; > ·.·. ,, . · .. 

En la tabla 11 se muésfr6n i2í~ e~p¡;;i!;¡~'s qÜ~ ~ d~terñl1~iJ'r8fí' pdr cada uno de 

los sistemas. en esta s~~~se%a:que la:sc~p~s ~g¡ci~·P,·~'dáa~~p ~er;nanecen 
dudosas .· de~idj···· ~·-···+t::;,~.¡~71: •.. ~~si;1~~~~J~'.g.~~s~i~)j t~~0:.l~}!/,7~iti~asa •. 
característica. que.nOcorrespond~ ·~.··{3-'lii;her;iiforrT)is:~sí rl)i~r:pc:>para· GJ .1 bp, 

-.· · --· ... -?:_'·: ~:~.f,_; .. -~'.\~-~-·: ... '·~~;::-.: ..... -~;:·:-~_ f-.:~,- .-'~H~~:~:.:;~~i;~~:;~~-:~~~~~:f;~~~lti~;t-~~\~~:~-:~:~if:/~:-~;,~;j~{:;~~~k'.~i~J.·f~t~;/~i;; ! ·i-~(.-'":::·.,.:..:.. -_ - ~ ~· · _ 
G 1 6bp · y G .14ap ·se ':ºdescarta : lá i;;ldentificációnj(previci• de§ las dos'.', pri111eras 

:::~:}~!;~~t~~ll~~J~iillf if ll~~~t~lt~:~ 
producir ac:;1do,,y~gas:a,P<Jrtl!"ld . _ucq~a .cori)prtr, ,q:1ncir9<J!"ll~o;:as1 .como 

inc~p~~iJaci :-~~f@):Ri!r;~~~~f ~1~r®~~i'\~~{;~;iB;.!J;~;J~:,t;~~~~~~~h~~~it~~n~·:· que 
correspondan :a • B. macerons 7debido;:a .;que~{en :. esta ~.espe_cie ·se reporta la 

· · ~ ·;· ·: -.:,:-:.:··;~~~-. :· ;-·? .~·:-· ;: ~'.:~-~~:~- ~ ~}t: ~-: ;;g~r.:.a:~\~1~; ~::·ij5~~{ .~/';~~\'~:- :~:}.:: .... -\~~~·7:j ~~~fo}';'.;:<:( 1;~{~;:;p.; ·.~.}~;t) ~-??!. -~, : .. ·; ~?:·'.~ · · · · · 
formación de. esporangios hinchados:respectb. a_ la·· cel.ulá :.madre; así como 

• ... _· ·1· ; '···: ' ,·, :· ':-i :·· ~ ~-.- :.:./.', :,·:·. 
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incapacidad para desarrollarse en presencia de 7% de cloruro de sodio, 

características que nó fueron observadas. en ninguna de las cepas. 

Respecto :a.: c;;f~b·p: /se:·. demostró que esta cepa se desarrolló 

::~:::~iiif ~llítf ¡f ~itl~\ie~~l~llí~}¡;~~. 
debido .a •su· capacidad para desarrollarseen.'agar nutritivo:·ad1c1onadO;con 

:. , ·. · -: : ?t ~ -~ -: \:t-~~·. ·r~~-~~:. s~i;!>:~~~t~~:"~::/;·~~;;: ·: /f rf ~ ~r~.::~T?)~;:~t-:~t:.~f ~ .~:.::~~~:;~ .. ::.~y:M~~f; ):~~;;~L~ ~~~~:f ~:~~t~:;r;.·i~,~~~1'.u ~·J~-~::; ~ :\:t.~-_-: 
cloruro de.sodio al)'% lo'qüe demüestraqúe~k:(ide11tificaé:ión:de;·estas cepas 

;·< .. · __ ;y,\·:\::>-·· __ ,;'.;~:; .. -~ ..... ~-~-~-"~::.>.-.::-?~~~~_;;:-.\~.,~_, ,_)::·~~r:t~·J~:,;\l:·_);f~-t:k\?~~~~::~-:t~~:- -, }~~<;Lf./::: :~-:~:-~r.fr-t- -:~·,\ ~ _. · 
es dudosa debido a·qúe el·anólisis realizado· por· el sOftwé:ire•del.sisfoma API. 

no coincideri.;co~··16·~;es~ltadosde.1b~. prJ~~a~·~bn~i~er6~as como'critei-ios . . . .. ·,. ... . . . . . .. . ' . ' ',' . ~ . 

básicos: 
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Tabla 11. Comparación de especies de Baci//us identificadas por tres 
sistemas 

CEPAS API WOLFY GORDON 
BARKER 

Kl3¡;ip Bacillus * Bacillus 
licheniformis Jicheniformis 

Kl3bp Bacillus * Bacillus 
licheniformis licheniformis 

K24aap Bacillus sp. Bacillus cereus Bacillus 
licheniformis 

K24abp Bacillus sp. Bacillus cereus Bacillus 
licheniformis 

Gl lbp Bacillus * Bacillus macerans 
licheniformis 

G14an Bacillus subtilis * Bacillus macerans 
Gl4bp Bacillus subtilis * Bacillus 

licheniformis 
Gl6bp Bacillus * Bacillus macerans 

licheniformis 
G2lo Bacillus so. Bacillus cercus Bacillus ccreus 
G23n Bacillus so. Bacillus cereus Bacillus cereus 

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

además poseen hábitats como aguOde río, agua de mar contaminada y en 

ocasiones sedimentos marinos prpfundos,. en donde biodegradan polímeros, 
·· .. :· ,.-:- -· ·,,., ,·::·,>-~~~~ --. ' - . -

(Van. 
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Comprobación de actividad biodegrododoro de /HA en cultivos puros 

En las gráficas 3 a. 5 se presentan las curvas de desarrollo de ocho cepas 

aisladas. En estas se ob~ervaqué todas fueron capaces de utilizar 

IHA como única fuent~ de 66~b()no, lo que de manera indireéta de~uestra 
.. ;:"_., .. ,,,., 

su capacidad para blode;9i¿ciarlos. 

,, 

·;: .• ·.,· . ' (: ,e,__:"·. 

Las curvas de c~eci~iento' ~0estran que el descirrcillo de : las •. cepas 
, ... -, '/•• .e· .. '•'-''.• 

procedentes: de los C:6n~6;cios. K; . K 14bp (cepb n;;/Id~~tiflb~da con.stituida 
' . ' ! ,. ~ .-__ '; .: ~ )· . <" ' ,_::' . ' .:.~ 

por. bacilos Gram · n~gÓtiVos) i-ncist~Ó s~~. ici''ri\ós·at;tivd.:~~·qÜ~ se ~~gistfó'un 
----~~: _ --<- '.' ··:;·~:~<-· :-:;/_:_:· __ ·;~~;-.'.~)~:---:,.:·::>~;-~·:?)L- ::.{{:~~_;:~-i\~:;;:~:~-~:·?~~f\!i~~~?\~~'.\·:~S{\ t:,~<:;~~:>r:~ir_-~.:;,~\( \ .. :~-_r..:~~ ·.'.-_ ... :.: )-_,_-.-_: _- - _ . 

desarrollo 14 ·.a. 22vec7.s.· mayor9~~/el,,obte11ido\ccm :·otras.··. cepas·· del 

consorci~.~;~;2i;,+11:i~z~;s);~~:~&~{~f,t~~i~![~~~;~E:1:,;~~:'.~e~a~proéed~ntes 
del consor.cio"G;.:esjo puede relacionórse'con,la estructura química de los IHA 

yo que el. 1~~1Gl~60frk~;~/i~g~l·~~-~~·is~~sf~;~in~. ~0eci~ e1 .centrarse en una 

forma. m~s ;;·djs~~~,i~\~~·itr\,'~f.P/j(~f:in~~o/:~:;;·,Fon ~ayer facilidad por · los 

microorganismos:ciué,el{IH;A.·denóminado Gcuya estructura corresponde a 
; ·.;.· ·.~.:·· .... '··;~~;~~;,'.:~~~::~(~~.!;))\~};{;>.-;~\~.'; ,·:,(." .-'_:. -'. .. _-__ ··;.._·:;,: -. - '· -. 

un poliglicol.(A11Jbriz[:2001 )'.j, }<• ··· · 
--"-~-~"'.::-; \\ .'·.·., -~';;~"f ·:''.~~;:. -_-_. ·- ~ ,·; 
'."'·::· ::~;·- !/,:'-:.·~::(·.··: :· ·.::.,;~ 

··\-¿,: ', ___ ,,. ::·«~ .. :·. 

En general. s~ ~:§ie;¡yp~~~~: ~~·.:e:¡~~() c~~Cis,_ef.desdrróllo ~~p~nencial ·Se 

presentó .·.·de;d;:;1ci-~riiTI~ra··.·1ectura;•··en·/'ªi cepa .. ··.K .. 1 .. 3ap ·se;tn~nt•ufa,Incluso' 
hasta.· las ·. 96. ~;~<Js:: R+:~~~;~:,:~ ',is •();r~~ ~re~• c~p~~·~r~;~Af~~:f ¿;~··f~~¡; ·~e 
adaptaciÓ~ similar, err ~stas la. fase IÓgarítmicO s~ inició b°lr~dEidor 'de las. 24. -.·. ' - . . . - - , . . . .. : . . . . . - •., -~ . ' . : . . - -
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horas y se mantiene hasta las 48 horas en las cepas K 14bp y G 16bp, en tanto 

que en G23p hasta las 72 horas. 

Gráfica 3. Curva de crecimiento de la cepa K l 4bp 
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~ 
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<( 
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K14bp 
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Gráfica 4. Curvas de crecimiento de las cepas pertenecientes a los consorcios Kl y K2. 
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Gráfica 5. Curvas de crecimiento de las cepos pertenecientes a los consorcios G 1 y G2 
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Tabla 12. Perfil enzimático de los subconsorcios obtenido con las galerías API ZYM 

CEPA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
Kl2a o 5 4 3 o 5 o o o o 4 3 o 3 o 4 o o o o 
Kl2b o 5 4 3 o 5 o o o o 4 3 o 3 o 4 o o o o 
Kl2c o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl3aa o 5 3 3 o 3 o o o o 3 3 3 3 o 3 o o o o 
Kl3ab o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl3ba o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl3ca o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl3cb o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl4aa o 5 4 3 o 5 o o o o 4 3 o 3 o 4 o o o o 
Kl4ab o 5 3 3 o 3 o o o o 3 3 3 3 3 o o o o o 
Kl4ac o 5 4 4 o 4 o o o o 5 3 3 4 o 5 o o o o 
Kl4bb o 5 4 3 o 4 o o o o 4 3 o 3 4 o o o o o 
Kl4bc o 5 4 3 o 4 o o o o 4 3 o 3 4 o o o o o 
K24c o 5 4 4 3 5 3 3 o o 5 5 3 5 o 5 3 5 o o 
Gl lbb o 5 4 5 o 3 o o o o 3 3 4 3 o 4 4 o o o 
Gl3ab o 4 4 4 o o o o o o o 3 4 l o 4 5 o o o 
Gl5aa o 5 4 4 o o o o o o 5 5 3 3 o 5 4 o o o 
Gl5ab o 5 3 3 o o o o o o 3 3 o o o 3 o o o o 
Gl6aa o 3 4 5 o 4 o 3 o o 4 o o 5 o 5 o o o o 
Gl6ab o 5 3 3 o o o o o o 3 3 o o o 3 3 o o o 
Gl6bb o 5 4 5 o 3 o o o o 3 3 4 3 o 4 4 o o o 

.. 
•se reporlo en uno escala de O a 5. de 3 a 5 se considera pos1t1vo. 

l Control 
2 Fosfatasa alcalina 
3 Esterasa 
4 Esterasa lipasa 
5 Lipasa 
6 Leucina arilamidasa 
7 Valina arilamidasa 
8 Cistina arilamidasa 
9 Tripsina 
1 O a.- quimotripsina 
l 1 Fosfatasa ácida 
12 Naftol- AS- BI- fosfohidrolasa 
13 a.-galactosidasa 

14 13-galactosidasa 
15 13-glucuronidasa 
16 a.-glucosidasa 
1 7 13-glucosidasa . 
18 n-acetil- 13glucosaminidasa 
19 a.-manosidasa 
20 a.-fucosidasa 
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Perfil enzimático de los subconsorcios 

Los inhibi~°,~~~·:~;t~'ftti~'~b~f~fift{ ,f.e,:.arcillas al estar en contacto con los 

microorganismos'.se .. enfrentan ~a Jas enzimas que éstos producen, esto en el 
_·: ·_·'-~:-~:<;_:: -~:;(?~i~!t;.~_t~a:;~~;~~~~'.~5~:~.U/.~f;~·~:\~;{~< ·,:~-~'.-~:· :" . -

caso de. lás erizimas'iné!úcibies':• 
-:: .... >. \:: -~>-i;~ ,..,.;~~·'.;~:·.;:;.~\-~'-\ ~:_;;::.· ;~-'-·/,·, ;,", 

Cuando las éí1Ziñías·sor1 constitutivas como en este estudio solo se puede 
. ·:-~' --~;~·;:::-.·:·{ ,_-: :'·"; . 

inferir porté de su metabolismo (Báscomb, 1980). 

Los resultados del per'fil:enzimÓtico se ~uestran en I; t~bla 12. En esta se 
.. · .. /:. :·:.:':.'. 

54 



Todos los subconsorcios poseen lo fosfotoso ácida excepto G 13ob y lo 

enzima 12 o Noft~Í-AS~Bl-fosfohidr~loso que no se encuentro en el perfil del 
. ' . ·. .· 

subconsorclo .Gl 6ád~ · 

Leí u-Galáctc;~ldbsci_ nolo po~een K12o, Kl2b, K14oa,Kl4bb, Kl4bc, G15ob, 
'-;\~ :·. ,;:._.~" .. 

Gl 600 y GlcSab;y. la P~. Gdactosldaso está ausente' en los subconsorcios 
,- - . · ..... _,'., .. , ··.' .. ·' ·. _,. . .", "_•) .. ,, .--

. G 15ob y G 16eib' por lo que estas subconsorcios son incapaces· de utilizar los 
' . ;_.; t ' - - '· ,. . ' - ·.- ,• ' . . ~--- > '. . .. ' ·'. . . · ... ' ' 

K l 4bc para la hldr61isis d~I ;glucGró~icic;: . Lb' ~~_glú~osicias<J .• ;,(:).la poseen. 
'· •• <. ' -;: :' ' •• - .·~= - . ·. _, 

Kl 4ab.· Kl.4bby Kl4bc, -'~ p::9iuC:osi~asa;i~~-~ñcóntró para!Ossubcons¿rcios 

K24c, G 1 1 bb, G i 3ab,'G1s'c;(l: G_l 6ab y G 1 ~bb'. · 

-l··-

Alcomporar !Os resultados obtenidÓS,én el pre~ente estudio con los obteni_dos 

por Ambriz ('.2001 ), ;~~ :~nC:on;~ó ·que los subconsorcios provenientes de 
-- . ' - - ~: - " . . .- . - - , ' ' 

recortes de. pElrfci~i:Jé:ióiC::~:)h '16~ ( lnhibid~res de Hidratación· de >Árcilla~ K y G 

:::::;;~~~~¡~~t~l~i~~~;;::e:;~;;'.,~]~~~~~·~cn '~ 
. Los resultados\: que· difiereil::son·;·de ~-las: muestras provenientes· de suelo de 

; : ,:;_. ':.- . : :~ ·::·~::-~::·:~~: ~~ ~:~}\·:·::~.~;2-~~::f~;~~;~:;y:~'.Jtf ~~~~~/J;~~~:~~-;-J .. ~;{1~'.·:·~:.·~;~~.~.:: :):~~·/ ::-,:~: :;;~-:: :Í:~ .?º;'./f}'.: ·i;·~·::~1.~; ~~})~;]·}\')~;·;~' (~ :;·!." ;?.:,_., " 
jard1n donde el sUbconsorciq del: presente estudio (K24c) posee Un perfil de 

actividad ··~~~¡~~ti~~-~·~~F1;~}r'~~r~;~~-;;~···~~··i1 •. ~~s~; -~~l··r~rJ~,io···· de Ambriz, 
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únicamente poseen 6 enzimas. Esto puede deberse a los cambios ocurridos 

en la población microbiana al llevará cabo el aislamiento. 
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6) CONCLUSIONES 

En este estudio se logró: 

o El. enriquecimiento de cuatro. consorcios blodegradadores de 

inhibidores de hidratación de arcillas. 

o El aislamienk:>c:j~ 12ci:;pasy21 sJ~consorclos. · 

._",;·· 

o La identific~ci6n'.d~ '.,¡ d~ '1bs C::€lf)d~ ai~Í~das. 
' - e ~ ' , .:r:'i'-~- .... _ --· · .- ·' :'., , ~, ~- · .. , .. /;· 

-- -..,.-.\_~- "·,_¡~~:_.-~-~~f~:>i~_;~L:?:'./~7.~~F.<:~.{s.;;-¿¡; _··, 

o La ve~ific~8i~~7;~~:ir~g¡g::¿j~,1~''g¿~fak,gc;ó~ de la actividad 

biociegrad~doir~,'~~'.16~,~~b~~·bi~1~~~s,· •. 
- ·> - ·- •<:, ,_,, -·· -~: .• -- - ~ • . . - . . ·' ·-

-- '.) -,·-' ;:.~;~. :~: .;---:._,.:: .' ::;:,;~:-.. -;·:{<-;:· -.~ ·'' 
- --·>'~-:~·: ·:;_~:>:'._ -.-:. , ''·· \\~..:< ·' ,'< 

o La cpnfirrnaciór;i(:ie guéel inhibidor de hidratación de arcillas que 

contiene gruf:>6~ O,rrlino ¡·K¡ es más fácil de biodegradar que el 

poliglicol (G). 
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7) RECOMENDACIONES 

o Establecer las condiciones óptimas para que las cepas o 

subconsorciosUeven a cabo la blodegradación en un tiempo menor 

al obtenido~' 

o Comparár la actividad biodegradadora de IHA de cepas puras con 

la produéida por la mezcla de ellas. 

: -. . -

o Probar la acti~idad biodegradadC:Íra de las cepa~ y s~bconsorcios . 

frente a otros xenÓblóticos.· ' ' ~ '. 
~( (: .-.· ;_-~; «;'_<'~-'.'. ., >;. 

~:~ ·~-. ·.•-:·': ~:;.~~~\:-:. ·. ·,;- .. : ~·,_· 

o .Llevar a cabo la ide'~t;fi26'~iÓ~:;~~\bí~~~~~s,¡Ejcirb'f:lt~~idas ~ri este 
--~'-'-: 1·l·::·.·,_·_, ·-·-- .··;_·/ .- . --.._ ·:7' -.:.-~· ·~:.'_ .-

'estudio utilizCi~cic(té2hi~bs rTi'ásÉ=ls~ckc:ínc8~;: 16'.óbte~ción de un. perfil 

de ácidos grasos o PCR. ' 
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MEDIOS DE CULTIVO 

1.- Medio 301 A Líquido (Ambriz. 1998) 

Soluciones: 
A-> 
Fosfato monobásico de Potasio 
Fosfato dibásico de potasio 
Fosfato dibásico de sodio dihidratado 
Cloruro de amonio 
Extracto de levadura 
Agua destilada 

B-> 
Sulfato de Magnesio heptahidratado 
Agua destilada 

C-> 
Cloruro de calcio anhidro 
Cloruro de calcio dihidrataé:!o 
Agua destilada 

D-> 

27.5g 
36.4g 
1000.mL 

8.5 g 
21.75 g 
33.4 g 
0.5g 
0.05 g * 
1000 ml 

.. 22.5g 
1000 ml 

Cloruro de fierro 111 hexahidratado 0.25 g 
Agua destilada . . . 1000 ml 
( 1 gota de HCI concentrado o 0.4 g de EDT A por 1000 ml) 

Preparación: 

ANEXO l 

En un matraz de un litro colocar 500 ml de agua destilada y adicionar 1 O 
ml de solución A. 1 ml de solución B. 1 mL de solución C y .1 ml de so.lución 
D. llevar al aforo. Ajustar el pH a 7.4 con soluciones de NaOH y ácido 
sulfúrico al 53. 
• El extracto de levadura se agrega después de realizar la mezcla de 
soluciones y antes de ajustar el pH. 

2.- Medio 301 A sólido 
Lo composición es idéntica al medio líquido solo que deben añadirse 15g 
de agor-agar por litro de medio. 
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3.- Agar Sabouraud (Atlas M.R., 1997) 

Fórmula para 1000 ml de agua destilada: 
Agar 15 g 
Dextrosa 40.0 g 
Peptona de carne 5.0 g 
Peptona de caseína 5.0 g 

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

4.- Medio con glucosa. nitrógeno y sales. (Wolf y Barker; 1968) 
Fórmula para 1000 ml: 
Glucosa 
K2HPO. 
KH2PO. 
MgSO •. 7H20 
CaCl2 
NaMoO •. H20 
FeCl2 
CaC03 
Azul de Bromotimol 
NH.CI 
Agar 

El pH se ajusta a 7.0 

lOg 
0.1 g 

0.4 g 
0.2g 
0.02g 
0.002g 
O.Olg 
1.0g 
5 ml (solución alcohólica al 0.53) 
1.0 g 
14g 

5.- Medio de ensayo de óxido fermentación Hugh y Leifson. 

Peptona de Caseína 
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
K2HPO. 
Azul de Bromotimol 
Agar 
Carbohidrato de prueba 
Agua destilada 

2.0 g 
1.0g 
5.0g 
0.2g 
0.08g 
2.5g 
10.0g 
1000 ml 

Se disuelven 11 gramos del . medio d~shidrafodo en un litro de agua 
destilada. se ajusta el pH a 7; 1 .. 
Se agregan 100 ml por litro de.Una solución esterilizada por filtración al 10 
3 del carbohidrato. Este medio. se siembra por picadura y por duplicado, 
un tubo se sella con parafinayotr<?.no. Se incuba hasta 48 horas. 
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6.- Medio para prueba de /ecitinasa. (Wolf y Barker, 1968) 

Fórmula para 1000 ml 
Extracto de Levadura 
Glucosa 
Agar 

2g 
20g 
20g 

Se ajusta el pH a 7.0. se esteriliza y se agregan 1.0 ml de una suspensión de 
una yema de huevo en 100 mL de SSI estéril. 

7.- Agar tripticasa soya 

Digerido pancreático de caseína 
Peptona de soya 
Cloruro de sodio 
Agar 

15g 
5g 
5g 
15g 

Agregar 40 gramos de medio deshidratado a un litro de agua destilada, 
pH final de 7.3 · · 

8.-Caldo Nutritivo. 

Fórmula para 1000 ml de agua destilada: 
Peptona de gelatina 5.0 g 
Extracto de carne de res 3.0 g 
Se agregan 8g de medio deshidratado. El pH final es de 6.9. 

• Este medio se utilizó para el crecimiento a 65ºC y 50ºC. pH 5.7 y 73 de 
NaCI. 
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ANEXO 2 
Tlnclón de Gram (Ramírez qama et al. 2000) 

1.- Realizar un frote. dejarlo s~car y fijcirlo ~· ia flc:Ínía pasándolo 4 ó 5 veces 
sobre ella. ':>·: ·· ·· ·•:: · ·:·. · ·· · · · · · 

2.- Cubrir la preparación, fijd; C:S~\cristCi1.:J¡~'1~fa dEi.'Grarii y dejarlo actuar 
durante un minuto. escuriir el excesO'de reaC:tivo y li:ivcfr~;~~;! :; ; '... . . . 

'-·, ···.-··->:,'.:".::.,~:;~:/. ":~_,, /~,(,: -~~·.:,~ .:,. 

3.- Cubrir con lugol de Gr¿rr; y dejÓ~16 dciJ;i;"ciJ~bntE; G'n ÍTlinlJtÓ. escurrir el 
excesodereactivoylc:ivar .. ·· :,·· ,•.·: .. :,:·:,·~x><.}/' .'..·· .· . 

4.- Decolorar agregand~ mezcla de alc¿hol~aC::~tona ···~ la preparación. 
mientras se sostienen ligeramente inclinada para .. que el decolorante 
resbale lentamente por ella. Tan pronto como las gotas de esta solución ya 
no arrastren color. lavar con agua para detener la acción del decolorante'. 

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

6.- Observar la preparación a inmersión (100x). 

Tinción de espora (Ramírez Gama et al. 2000) 

l .- Preparar un frote fijo. 

2.- Cubrir el frote con papel filtro y verd~ de malaquita, calentar la 
preparación hasta que el colorante: empieC.e c:J vaporizar; continuar. él 
calentamiento durante diez minutos, teniendo cuidado de qúe no hierva y 
de mantener la preparación húmeda, ;: .: . ;·" · '" : ,. 

.,. ·' ';.o.· ·~~.~{:~ ';\: '! '.::::.' " ...... .- ·.:.-:_~: ··;r··- :·:, ;.:: < 

····••· >,e: .\e~\·;- ~:. ; .. : . <:; 
4.- Escurrir el exceso de colorOnt~~Y. ¡¿:;,ló?cbh8906. : . . · 

.;,_, , .... :):.?.~!:::~~\.~:·-:·~-'.,.:~' ,. i, • -','· «.·1: 

5.- Teñir con safranlna al o.53 :r~o'•'i2l;ci~ .. G~am).Y dejdrla reciC:cionar 30 
segundos. :.:.::. '•'·«:. ·> 

·. _-,.·. ;0<:)'.,.> .. -' -- ~-·~ :_,_ .. -. •; - ,, ., --

6.- Lavar la preparación. con'.agüa; dejar ~ecClr: ~I airé y Observar a 
inmersión (lOOx). ·· ·· 

3.- Quitar el papel filtro. 
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ANEXO 3 
Prueba de la oxldasa (Mac Faddin.1?93). 

,'··-, '· .. ·· ,': . 

1.- Disolver lg. de N-dimelil Pcfenileridi~mina (Sigma Aldrich) en 100 mL de 
agua destilada. .. .< .. ,.{\. 

- ..... _;1 -

2.- Guardar en un frasco árribaf,pJrb evitar su exposición a la luz. 

3.- Colocar en una placa d~' ~¡~;i,~')'J~ ·t~o2'.6 de papel filtro. humedecerlo 
con agua destilada. · ·. ····, '" ., ';.,~; ·;·{) 

···-,, " 

4.- Agregar con un asa bacterioiÓgféa la colonia en estudio. 
. •::.;~o·.' . ·;~; \" 

5.- Humedecer con' una gota ae;·'Féactivl:> y observar el cambio a color 
morado que significa un resu'iiacio'positivo; 

6.- Se recomienda el uso (j~~~~;r~l~s: . 
E. co/i · "···· 

·' ·,'-, :: -,~ . 
. P. aeruginosa + 

Prueba de la catalása. (Mac'FaC:ldiri:l993f'> · 

1.- Colocar en un portaobjetó~'~í c~nfro dé unacolonia pura de 18 a 24 
horas. · . .:· '· '.<:· .:.:,:: ...... _.·;.,. 

2.- Agregar una gota ~e ~2Ó~:,~¡;1;¿~~8¡~'.;:Í·~~lti~ci'6ti·li~d~cl6 un· gotero a 
una pipeta Pasteur. h ·.~;< .·-.·.· .'..,'.:<:.«:::<e;: ' ,,.,: 

::: :::::::;::1~~}~lf~1~f i1~~f~~Tu~~~fbÍfrº~ª·i.· 
. -~· -' 

;;,·.·:'-.· 
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ANEXO 4 

Identificación de especies del género Bacil/us pertenecientes al grupo 1. 
(Wolf y Barker. 1968) .. · · · · . · . · . . · .. · 
Espora oval o cilíndrica .. Esporangio no a.umentado. Espora con pared 
delgada; (Los medios· de cultivo utiliza.d.;~ se encuentr~n .en el .anexo 1) 

Sin 
crecimiento 
significotivo 
en medio 
con glucosa 
en 
anaerobiosis 

Sin ácido 
en medio 
con 
amonio, 
glucosa y 
sales 

Ureasa (+) 
sin hidrólisis 
de caseina 
B. lentus · 

I · Grupo 1 :' 

7:. 
Sin crecimiento a pH 
6.0 y 60ºC . 

Crecimiento 
significativo 
en medio 
con glucosa 
en 
anaerobiosis 

Con ácido 
en medio 
con amonio. 
glucosa y 
sales 
(glucosa no 
inhibitoria) 

Ureasa (-) 
con hidrólisis 
de caseina 
B.firmus. 

Con crecimiento a 
pH 6.0 y 60ºC. 
s;coágulans 

Lecilinasa (-) 
B.licheniformis · 

Lecitinasa (+) 
B.cereus 

VP (-).células 
vacuoladas. 
B. megaterium 

VP (+).células no 
vacuoladas. B.subtilis 
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ANEXOS 
Identificación tentativa de especies de Baci/lus. (Gordon R. 1977) 

Los números o la derecha indican el número (a I~ izquierda) de la siguiente prueba que 
deberá ser aplicada hasta que el número a la derecha sea sustituido por el nombre de la 
especie. 

1. Catalasa: positiva ->2 
negativa -> 16 

2. Voges· Proskauer: positiva->3 
negativa ->9 

3. Crecimiento en agar en anaerobiosis: positiva --..4 
· ·negativa -.8 

4. Crecimiento a 50°C: positiva-'->5 
negativa -'->6 

5. Crecimiento en 7% NaCI: positiva ...... B. licheniformis 
· negativa ...... B. coagulans 

6. Ácido y gas de glucosa (N inorg.): positiva ..... B.poiymyxa 
. . . . . . negativa->7 

7. Crecimiento a pH 5.7: positiva ..... B. cereus 
· .· ·· _, . .'·.: ':· negativa ..... B. a/vei 

8. Hidrólisis del almidón: positiva ...... B. subtilis 
'·. >}·'··\.· ·· • . negativa .... B. pumi/us 

9. Crecimiento a 65ºC: positiva ........ B. stearothermophi/us 
•·. · ·. : •. : : negativa-> 1 O 

10. Hidrólisis del almidón: positiva->11 
negativa-> 14 

11. ÁCidoy gas de glucosa (N inorg.): positiva ..... B.macerons 
. . negativa-> 1 2 

12. Utilización del citrato: positiva .... 8. megaterium 
negativa-> 13 

13. pH en medio VP < 6.0: positiva ....... B. circulans 
. · . negativa ....... B. firmus 

14. Crecimiento en agor en anaerobiosis: positiva ........ 8. /aterosporus 
. · · negativa -> 15 

15. Ái::ido y gas de glucosa (N inorg.): positiva ..... B.brevis 
· · · ... · negativa ...... B. sphaericus 

16. Crecimiento a 65ºC: positiva ........ B. stearothermophi/us 
· negativa-> 17 

17. Descomposición de la caseína: positiva ....... B./atvae 
. · · negativa-.18 

18. Cuerpo' paraesporal en el esporangio: positiva •..... B. popil/iae 
· negativa ......... B. /entimorbus 
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