
· ..... 

,Z3A 
/ ' 

UNl~[R~lílAíl NA~IONAl AUUNOMA ílE MEXíto 
ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES 

"ZARAGOZA" 

ESTUDIO BACTERIOLOGICO DEL GENERO 
FLAVOBACTERIUM EN LA LAGUNA DE ESTABILIZA

CION EN SANTO TOMAS ATZINGO, ESTADO DE 
MEXICO. DURANTE LAS ESTACIONES DE 
VERANO A INVIERNO. 

OUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

B O L O G O 

PRESENTA 

SANDRA RITA SORIANO VELASQUEZ 

MEXICO, D. F. TESIS CON l'l~'ti 

FALLA DE ORIGEtl 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



D I e E 

PAGINA 

RESUMEN ••••••••••• , , , , , º , . , , , .. , , , .... 

INTADDUCCIDN. • • • , • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • 2 

C6JETIVDS •• • •.••••••••••••••• '·.'' ... • • • • • • 4 

a. Importancia del agua. • • • • • • • • • s 
b. Definición de Lagunas de Estabilización 

c. Descripción del género Flauobacterium 

DESCRIPCION DEL AAEA DE EJ?TUDID. • 

MATERIAL Y METDDDS 

RESUL T ADDS • • , • • 

DISCUSION 

CONCLUSIONES 

SUGERENCIAS •' .. 
ANEXO I (abreviatura y Símbolos) 4? 

ANEXO II (Medios da Cultivo) •• 

ANEXO III (Colorantes, Soluciones y Reactivos) 55 

REFERENCIA BIBLIOGAAFICAS 60 



A. E S U M E N 

El presente estudio se realizó en las lagunas de Estabilización del po

blado de Santo Tomás de Atzingc, Edo. de México de Junio a Diciambre de 1981 

Se realizaron 12 muestra:is con un total de 55 muestras analizadas. En -

este trabajo se describen métodos de aislamiento, de purificación e identi

ficación del género Flavobecterium utilizando medios de preenriouecimiento, 

enriquecimiento, selectivos y diferenciales. La identificación se logró al 

observar la rrorfología macroscópica y microscópica. así corre al roolizar -

pruebas bioquímicas. Al mism:i tiempa se llevó a cabo el análisis de paráme

tros fisicoquímicos. 

Se estableció la relación existente entre los parámetros fisic:oquír.iicos 

con la frecuencia de aparición de Flavabacterium encontrándose que está era 

más afectada por factores biológicos {competencia de nutrientes, depreda- -

cién, etc.), que por factores físicos. 

La frecuencia de aparición de dicho género resulté ser baja en las dif~ 

rentes estaciones de muestra:J, siendo la ma}Or en las zonas medias de las -

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



INTRODUc·croN 
< 

El uso de las lagunas de oxidación o estabilización como forma de trata-

mienta de las aguas de desecho es resiente en nuestro país y se puede decir 

que est.á en su fase experimental para probar "su efectividad como método se-

cundario de las aguas negras. Su operación" es simple, no requiere de equipo 

costoso, ~u mantenimimto es bajo, su construcción es económica y por que -

se dispone de suficiente terrero en la mayoría de los casos. 

_Una laguna da oxidación es un estanque que contiene aguas residuales Cf!:!. 

das o parcialmente tratadas en el que la actividád biológica oxida los des~ 

ches del afluente, por lo que el efluente contendrá bajas concentraciones -

de demanda bioquímica de oxígeno ( ll30) soluble y cantidades variables de -

sólidos suspendidos (algas y otros microorganisrrcs). 

· Es importante mencionar que hasta ahora la atención prestada a este tipo 

de lagunas en México ha sido enfocada principalmente a través de la ingeni~ 

ría. sanitaria, e.n segunda instancia hacia las parámetros físicos y químicas 

y superficialmente los parámetros biológicos; por lo que es necesario poner 

1Jn mayor interés en el conocimiento de los parámetros biáticos y abióticos 

de les. lagunas. 

En 'tuanto a las lagunas anaerobias facultativas que son las que se estu-

diaron, es interesante enf=tizar que se establece una interacción constante 

entre los d:iversos tipos de micraorganisrros existente, sobre todo los foto-
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sintetizadores (algas fundamentalmente) y los que n:::J lo sen como ias oai::te-

rias, hongos, protozoarios principalmente. Entre las bacterias que partici

pan más activamente en las Lagunas de Estabilización se encuentran los mic?"E. 

organisrros de los géneros Pseudormnas, Flavobacterium y Alcaligenes. 

El género Flavobacterium· predomina en las aguas residuales sianp.re y 

cuando el contenido proteíniro sea relativamente alta,ccrro ocurre en las 3.

guas residuales domésticas o bien en aguas residuales que contengan restas

celulares de bacterias muertas. 

Lleva a cabo una actividad degrada ti va de las proteínas 1 la cu61 puede ser

en condiciones aerobias o anaerobias. 

Por tod:J lo anterior expuesto, se le considera de gran importancia el es

tudio del género Flavobac terium coma un arganisrrc que presenta una actividad 

funcional dentro de las Lagunas de Estabilización. 
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CEJETIVOS 

Las objetivas del presente estudio san 

A. Aislar e identificar al género Flevobecterium en la laguna -

de Estabilización en Santo Tomás Atzingo, Edo. de M!.xico. 

B, Establecer la relación existente entre las parámetrcs fisiC,2 

químicos con la fra::uencia de aparición del género ~-

~· 

C. Determinar la actividad funcional del génerc Flavobacterium 

en asta tipa de sistemas. 
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IMPORTANCIA DEL AGUA: 

El agua es el recurso renovable más abundante de la tierra y cansti tu -

ye un requisita para la vida en bJdas sus aspectos ya sea que se utilice en 

procesos metabólicos, coroo disolventes de minerales o para eliminación de -

desechos. Es difícil citar un ferómero natural en que el agua no participe 

en una u otra forma. 

La naturaleza ha provisto medios para la conservación de este líquido -

abundante y valioso, dotándolo de una capacidad considerable para eliminar, 

por sí misrro, sustancias que lo contaminan. Esto es importante, ya que ls. -

calidad del misrro ambiente se ha vista en las últimas década:: seriamente -

afia:tada por el maneja y disposición inadecuados de considerables cantida -

des de desechos 1 generados en los grandes núcloos de población y centros -

industriales. 

El deterioro en la calidad de las diferentes cuerpos d~ agua, se debe 

principalmente a cuatro fuentes de contaminación: desechos municipales 1 agi'f 

colas, industriales y naturales, que contiene grandes cantidades de sus'Can-

cias contaminantes. La naturaleza de éstes y sus efectos sobre los cueroos 

de agua varían dependiendo del origen de las aguas residuales, de las con -

centraciones de las sustancias contaminantes, los volúmenes desca!"gaCos y 

de las características de los propios cuerpos de 3gua. 



Las concentraciones urbanas de población, constituyen una de las ma>-0-

res fuentes de contaminación, detiido a los grandes volúmenes de aguas res,! 

duales domésticas producidas, las cuales, en su mayor parte, son colecta -

des por los sistemas de alcantarillado. Cabe mencionar que actualmente las 

zonas de cultiVo son dé3suma importancia en los estudios de contaminación, 

pues el lavado de las tierras, debido al riego o a la lixiviación., provoca 

que se localicen a distancia compuestos o sustancias provenientes de los -

plaguicidas o herbicidas. ( APHA, AWllA, WPCF, 1991) 

Durante un tiempo se buscó algún medio o medios para el mejor tratamie!:!, 

to de los desechos líquidos de las localidades y comunidades, de tal manera 

que cuando estos desechos fueran dispuestos en las corrientes de agua, no -

disminuyeran la calidad de éstas 1 es decir, que permitan que esa agua sea -

utilizada, 

(Geldreich, 1973; 1975) 

Definición de Lagunas de Estabilización: Uno de los procesos más efici

entes y económicos para el tratamiento de estos desechos líquicbs, lo cons

tituye la construcción de Lagunas de Estabilización. Este sist;rna consist: 

en un estanque de baja profundidad que recibe aguas res±duales. ?resenta una 

entrada que se denomina afluente y una salida, efluente. (Hillsbar1 i975) 

El tratami.eato de aguas residuales domésticas e industriales - - - - - -
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por el sistema de Lagunas de Estabilización se usa extensamente en muchos

países del mundo. En México, ésto tiene gran significancia por el crecimie!! 

to industrial y denugráfico que presenta nuestro país, lo cual hace nece-

sario suministrar a las corrientes naturales; además, requieren poco mant.§: 

nimiento y el costo es bajo. 

Así, el tratamiento bio lÓgica. es la forma más económica para tratar de -

purificar las aguas residuales domésticas y la mayoría de las aguas indus -

tria les. Este sistema de laguna se puede utilizar para reducir la mayor par 

te de la Demanda Bioquímica .de. Oxígero (000), así para red~cir la concentr~ 

ción de agentes patógenos. 

Las Lagunas de Estabilización son el hábitat de una enorme variedad de -

seres vivos. Todas les animales, plantas y hongos que se encuentran en la -

laguna se reproducen en la medida en que disponen de alimentos, constituy~ 

do una población heterogénea cuyos elementos compiten por un mismo alimente 

o viven parasitándose unos a otros. El resultado neta es que las materias .É. 

portadas por el agua residual quedan convertidas parcialmente en· material -

celular. Para esta conversión es necesario E!flergía, la cual se obtiene de -

los procesos bioquímicos que descomp:men una cantidad de sustrato alimenti

cio mayor que la requerida para la reproducción celular. 

? 



De esta farm~, las microrganisrras consume!n~materias altamente energéti -

cas (productos residuales domésticos parcialmente digeridos) y dan lugar a 

un producto final de bajo contenido energético como el anhídrido carbónico. 

(Gloyna, 19?3; Fair !]: .!!!• 19?9) 

El tipo de Laguna de Estabilización donde se llevó a cabo el estudio es 

de tipo facultativo, es decir, presenta una zona aerobia superior (manteni

da por las algas) y una zona anaerobia inferior. Par esta razón 1 pueden en

i:antrarse organismos aerobios, facultativps y anaerobioc, ( Gloyna, 19?3; -

Guinea, 19?9) 

Las bacterias son las arganisrros más pequeños que intervienen en el tr~ 

tamiento biológica de las aguas residuales¡ en consecuencia, sus tasas de

metabolism:J son elevadas y, en condiciones ambientales 6ptimas acaban inv~ 

riablemente por predominar sobre los hongos y los protozoos. Su principal 

ventaja campeti tiva reside en su capacidad metabólica . 

Descripción de Flavobacterium : Entre las bacterias que participan más -

activamente en las Lagurias de Estabilización se encuentran los microorgani~ 

rros de los géneros Pseudorrana.s, Flavobacterium y Alcalígenes. 

Flavobacterium predomina en las aguas residuales siBllpre y cuando el CO,!! 

tenido proteínico sea relativamente alta 1 corre ocurre en las aguas residua

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

bacteriasmuertas. Esto implica que Flavobacterium es una bacteria protool! 



tica, por lo que degrada compuestos prot:eínicosw 

Esta característica es muy importante, ya que la degradación de las pro

teínas se puede llevar a cabo en Condiciones aeróbicas o EJ'1 condiciones - -

anaen5bicas. El primer caso da corra consecuencia que los productos de la -

putrefacción se oxiden p:Jr completo a compuestos estables re hediondos, CO_!! 

siderándose una aplicación práctica en el aprovechamiento de las aguas t es,i 

duales. El segundo caso trae com ronsecuencia la putrefacción, esto signi

fica una descomposición anaerábica de proteínas, productos de su desdobla -

miEJ'lto y compuestos ni trcgenados de naturaleza análoga de sustancias de olor 

fétido, parcialmente oxidados. {Salle, 1965¡ Burrcws, 19?0; Gloyna, 19?3) 

El género Flavobacterium además de presentar la caractar!stica de ser -

una bacteria proteolítica, puede ser aeróbica o anaeróbica en cuanta a su .:. 

su requerimiento de oxígeno, se le clasifica dentro de las bactiarias psicl"9. 

tolerantes facultativas por ser un organisrrc que pueda mul.tiplicarse a rela 

tiva velocidad por bajo de 1DºC ( Demeter, 1969 J , su .crecimiento Óptimo se -

encuentra a la temperatura amb~mte, su temperatura· máxima es d9 3'7°C apro

ximadamente, presenta pigmentos amarilla-naranja no fotosintéticos, de tipo 

carcteroide. {Bergey's Manual, 19?4; Brcck, 19?8). Algunas. especies presen

tan movilidad, efectuánoose por medio de flagelos peritríticcs. Su fuente -
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de enegía la toman del carbono, Son bacterias~Gram negativas.' Una especie -

de este género de importancia sanitaria es Flavobacterium meninoosepticum,

que es pat6gena para el hombre, llega a causar la muerte a lactantes y al -

gunas veces a los adultos. A este especie se le aisla principalm01te de la 

sangre (líquido ventricular) y gargantas de niñ:is, cuando nac01 prematura -

mente. (Lynch, 1972; Bailey, 19?4) 

Este género se encuentra en 01 agua y en el suelo principalmente, aunque 

también se le aísla en alguros productos lácteos. (Bergey's Manual, 19?4; -

Droop, ,il _!!!, 1979; Me Meekin, 1979) 
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[ESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO 

AREA OE ESTUDIO, - La laguna de Estabilización fué construida en 19EIJ 

para el tratamiento de los desechos cbmésticos del poblada, se encue~ 

tran en el Ejicb de Santo Tomás Atzinga, perteneciente al Municipio 

de Tlalmanalco, Eda. de México. Geográficamente el ejido se localiza 

entre las cardenadai:; 19º 1D' y 19º 15' de latitud y 98º 45' y 98º 50' 

de longitud; presenta una altitud media de 24?5 metras sabre el nivel 

del mar. ( Ver Mapa 1 y Mapa 2) 

CUMATOLOGIA.- El clima que presenta la zona de estudia según la el~ 

sificación de Koapen rrodificada par Enriqueta García ( 1964), es un -

clima templado subhúmedo con lluvias en verano 1 el veraro es fresco 

con temperatura media del mes más caliente menor de 22ªC y marcha de 

temper~tura tipo gahges o gangético (el mes más caliente se pres en -

ta antes del solsticio de verano), se le presenta de la siguiente -

manera: C (w2 ) ( w) (b)g¡ ·la precipitación total es de 960.? mm anual 

la máxima en 24 hrs es de 84. 5 mn ( 10-Junio-<SS ) . 

La tE!Tlperatura media es de 14.1 ªC, la temperatura máxime ex 

terior es de 29°C ·y la tenperatura mínima exterior es de 3.0°C. 
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El númem de días con lluvia es de 127, despejadas 150 y nubla -: 

~os 51; la evaporación es de 1268.9 nm Hg. 

A la largo del año predominan dos tipos de vientas; vientas me -

derados variables y vientas débiles variables, dominando principal -

mente las segundas. El númem de días con helada es de 23, el mes de 

la primera helada es en octubre y el mes de la última helada es en -

enero. 

El número de días con granizo es de 1, el número da días con - -

tempestad eléctrica es 43, el númem de días con niebla es de 17 y -

el de días con mcío es de 10. 

El poblado cuenta con 123 ejidos, tiene un total de 4<lO hectáre--. 

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

SERVICIOS.- En servicios y comercios es de 1?.9')1., de industrias 

es el 27.2~ principalmente. 

Cuenta con agua potable desde 19?0, su fuente de abastecimiento 

del Sist=ma de Me~ eles.NO ~hay almacenamiento de egua. Existen tomas 

domiciliares: hay alcantarillado desde 1970. la energía eléctrica la 

tiene el 00.2~ de la población. 
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COMLNICACIONES Y TRANSPORTES.- El poblado cu~nta co.n ,correo; televisión 

( 27.4 ~ ) , radio ( 68.9 °/o ) , autotransporte~ .de p~itiiara y segund~ clase. 

No cuenta con teléforo, 

La población en 1970 era da 726 habitantes y en 1975* de 858 habitantes, 

actualmente ro sa tienen datos del número de habitantes del poblado. 

LOCALIZAC!ON DE LAS LAGUNAS.- Se encuentran ubicadas a las afuaras del pe -

blado y sus dimensiones son las siguientes: 

14 m de ancho, <lO m da largo y 1.50 de profundidad aproximadamente. Están -

intercona:tadas ambas lagunas (ver fig 1), por cinco conexiones de las cua

les sólo una se aicuentra en pleno funcionamiento; ambas lagunas se encuen

tran protegidas por una cerca de alambre con una entrada. 

*NOTA: Todos los datos anteriores corresponden al año de 19?0, axcepta 

el de población de 1975. 
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M A T E A I A L Y ~.1 E T O O O 6 

MUESTREO.- Se reelizaron dos muestra:is cede mes, desde junio hasta dici811'bre 

de 1981, a fin de abarcar las estecianes de Verano y principios de Invierno, 

La ubicación de las ? estaciones de muestreo que se elegieron por estra

tificacién no azaroso 1 se refiere en la fig 1. 

TRPBAJO DE GAi/PO 

RECDLECCION.- Les muestres bacteriológicas se tomen con botellas de tepón -

esmeriledo de 125 ml, introduciendo éstes en el agua·a contracorriente a -

dos distintas profundidades, 3.5 cm y 50 cm respectivamente, excepto aflu -

ente y efluente y conexión. Dichas botellas se esterilizan previamente a 15 

lbs de presión y 121°C, durante 15 minutos. Una vez colectadas las muestres 

se mantienen en hielo hasta su análisis. El intervalo que transcurre· entre 

la recolección y el análisis de leboratorio no l:lebe exceder de 4 hrs. 

(Aodina, 1972¡ Norris, 19?4) 

PARAMETROS F!SICDGl'.JIMICOS.- Les muestras para le determinación de elgunos -

parámetros fisicoquímicos se toman con frascos de 40 ml, siguiencb la misma 

metodología de recolección utilizeda pera las muestres bacteriológices. 
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1a LAGUNA 2a.Ll\GUNA 

~a_ m ___ --:--: 

3a 
2b d. 7 

o 
2a o 6a 
2b 6b 

e 
@ o 
1 o 

5a 
5b 

--14 m --14m -

1.- Afluente 

2a.- Nivel de profundidad a 3.5 cm aproximadamente, 

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

Ja.- Zona de estancamiento a 3.5 cm de profundidad.aprox. 

3b.- Zona de estancamiento a 50.0 cm de profundidad aprox. 

4.- Conexión entre la 1a y 2 a laguna. 

Sa.--zona de estancamiento a 3.5 cm de profundidad aprox. 

Sb.- Zona de estanca•niento a 9J.O cm de profundidad aprox. 

6a .- Nivel de profundidad a 3 .5 cm aproximadameate • 

Sb.- Nivel de profundidad a SO.O cm aproximadamente. 

?.- Efluente. 

FIG 1: Ubicación de las zonas de muestre:i. 
(primera y sc;¡unda laguna) 
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Los parámetros fisicoquÍmicos analizados fueran el bioxico de carbono, -

oxígeno disuelto, potencial de hidrógera (pH), temperatura del agua y de- -

manda bioquímica de oxígero, los cuales se determinaran de la siguiente - -

·. 
manera: 

Para el bioxído de carbora se u tiÚzó el método ve lumétrico el pH con el 

potenciómetro portátil y la temperatura del agua se midió con el teniómetro 

de mercurio, con un ámbito aproximado de -10-100 •c. 

En el caso de Oxígeno Disuelto y Demanda Bioquímica de Oxígeno las mues-

tras se toman con botellas. de 080, utilizando el método Wirkler rrodificado, 

el muestreador usado fue la botella Van Dorn. 

La detenninación de 00 se realiza insuto y las de 000 se mantienen en -

hielo hasta su análisis en laboratorio. Estos métodos se encu0"ltran descri-

tos en el Manual de Métodos Estándares para el Estudio del Agua y Agua da -

Desecho de la APHA, Mf,YA, WPCF, 1981. 

TRJIBAJO DE LABORATORIO 

OETERMINACIQIJ DE 080
5
.- Se realizó utilizando el método de titulación . - -

(Manual de Métodos Estándares para el Estudio del Agua y Agua de Desecho de 

la APHA, AWNA, M'CF, 1961). 
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AISLAIHENTO .- De las be tell as de tapón· esmoriladc de 125 ml se inoculan en 

condiciones. asf!pticas, 100 ml de la muestra "e~ matrapes Erlenmeyer cante -

niendo 100 ml de Caldo Bilis Verde Brillante Glucosado (medio da preenri -

quecimiento). Ver anexo rr. 

Los matraces se incuban a 3?ºC, durante <18 hrs. 

Después de la incubación se toman 5 ml del medio de preenriquecimiento

y se sienbran en tubbs conteniendo Caldo Nutritivo enriquecido con NaCl al 

1o,b (medio de enriquecimiento), Ver anexo II. (Teltsh ~ !,!. 1980) 

Los tubos se incuban a 20ºC, durante 4B hrs. De estos tubos, se toman -

in6eulos y se sianbran por .el método de estría cruzada (Bailey, 19?4), en

cajas de Petri conteniendo medios de cultivo selectivos y diferenciales:- -

Agar Sangre y Agar Leche. Ver anexo II. 

Las cajas da Petri se incuban a 20ºC, durante <18 hrs. 

IDENTIFICACION.- L~ identificación de las bacterias aisladas se lleva a -

cábo al observar la morfología microscópica ( frotis Gram) y macroscópica, -

al describir ... \las características de las colonias que crecen sobre los me- -

dios selectivos y diferenciales, y al realizar pruebas bioquímicas , Ver -

fig 2. 

1. Frotis Gram. (Bailey, 19?4; Pelczar ~ ~. 19B1 J 

a. Colocar can el asa un inóculo del microorganism:::i sobre el porta - -

objetos y dejar secar. 



b. Fijar can calor. 

c, Cubrir la preparación con sol.uci6n cristal violeta (ver anexo II), 

durante 1 min. 

d. Lavar con agua ·de la llave. 

e. Aplicar la solución de lugol (ver anexo II), por 1 min. 

f, Lavar con agua de la llave. 

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

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

L Lavar con agua de la llave y dejar secar. 

j. Observar al microscopio. 

2. Características morfolog!9as macroscópicas. (Aodina, 1972) 

La identif'icación de las colonias se lleva a cabo al tomar en cuenta

las siguientes características: 

Tamaño: en milímetros , 

Forma ·de la colonia: puntifarme, circular, rizoide, etc. 

Elevación de la colonia: plana, elevada, convexa, etc. 

Borde de· la colonia: entero 1 ondulada, lobulado, etc. 

Superficie: lisa, brillante, rugosa, etc. 

Textura: seca o viscosa. 

Color de la colonia: depende del medio de cultivo. 

Paso de la luz: translúcida u opaca. 
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Las caract'erí~tic.~s fl'Orfa15g!.cas en medio líquido son: 

Superficie_·d9: cro;:-ci.mierito:· floculencia, anillada, peliculada y manbranosa. - . . ~ 

.·3. Prueb~s Bioquímicas. (Carpenter, 19?9; Mac Faddin, 1980) 

Las pruebas bioquímicas se realizan sembrando inóculos de las bacte-

rias aisladas y puras de tubos con medio BHI (ver anexo II), a medios -

específicos: 

a. Azúcares 

Desdoblamiento bacteriaro de carbohidratos: glucosa, sacarosa, -

lactosa, manitol y maltosa. 

Irocular por suspensión los tubos con los carbohidratos de prueba; 

incubar a 20ºC durante 49 hrs. 

La prueba es positiva cuando se observa un viraje del indicador -

(rojo de metilo) a color amarillo, por la producción de ácido y si 

hay formación de burbujas en el tubo Durham, lo que indica la produc-

ción de gas. (Carpenter, 19?9) 

b. Catalasa 

Para detectar la presencia de la enzima catalasa, añadir unas ge -

tas de peróxicb de hidr6gero al 30)(. (H
2
o

2
), a colonias puras del mi -

croorganismo de prueba, sobre cejas de Agar Nutritivo y Agar Soya - -

Tripticaseína. 

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

sobre le colonia) . 
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c. Citrato 

Inocular tubas c:::an media Citrato de Sinm:ms (ver anexa II) por estría 

y punción hasta el fondo e incubar a 20 ºC, durante 48 hrs. 

La prueba es positiva cuenda se observa un viraje de coles del media

da verde a azul, o cuando hay crecimiento sobre éste hasta el fondo. 

d. Gelatina. 

Inocular por punción tubos. con medio de Gelatina (ver anexo II), e i.!) 

cubar a 20 °C, durante ? días aproximadamente. La prueba es positiva si -

se observa licuefacción de la gelatina o cuando hay crecimiento. Observar 

la m:::Jrfología colonial, craterifonne, etc . 

.. ,. Producción de Acido Sulfhídric:::a (H
2
s) 

Inocular por punción hasta el fondo tubos con medio de Sn.I (ver anexa-

n) • a incubar a 20 oc. durante 48 hrs. 

La prueba es pcsi ti va cuando se observa formación de sulfura de fierro 

(negra) en el medio, la que indica producción da H
2
S. 

f. Producción de Indol 

Inocular por punción hasta el fondo tubos con medio SIM [ver anexo II) , 

e incubar a 20 •c durante 48 hrs. 

La prueba es positiva si al agregar 2 gotas del reactivo de Kovac (ver 

anexo II), se observa un viraje del indicador a color rojo cereza. 
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g. Movi li<iad 

La prueba de movilidad se observa directamente en los tubas con medio 

SIM (observar antes de realizar la prueba da indol). La prueba es posit,J. 

va cuando los microorganismos móviles crecen rápidamente y se difunden -

en todo al medio • 

h. Reducción da Nitratos 

Inocular por suspensión tubas can media para nitratos (ver anexo II), 

e incubar a 20 ºC, durante llB hrs. 

La prueba es positiva cuando se observa producción de gas (ni trógero

·,,.,lecular) en los tubos_ Ourham, o bien, al tomar un inócula del tuba y -

al agregar 2 gotas de ácido sulfenílica y 2 gatas da alfa naftilamina -

(ver anexo II) se observa un viraje de calor rosa a rajo intenso, la que 

indica la reducción de nitratos a nitritos. 

i. Aojo da Metilo 

Inocular por suspensión tubos con media f'ojo de Metilo Vagas Prask- -

auar (ver anexo II). a incubar a 20 °c, durante 48 hrs. Después de la i!)_ 

cubación, se divide en dos partes el media: una para la prueba de Aojo -

de Metilo y la otra para la prueba de Vages Proskauer. 

La prueba es pasi tiva si al agregar 2 ml da la solución roja de meti

lo (ver anexa II), se observa un viraje del indicador (Roja de Metilo) -

de amarilla a roja. 
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j. Urea 

Irocular por suspención tubos con Caldo Urea (ver anexo I!)., ··e incubar 

a 20 °C, durante 48 hrs. La prueba es positiva cuando se observa el vir~ 

je a rosa. 

k. Voges Proskauer 

La metodología para llevar. a cabo e~ta prueba es igual a la de Rojo de 

Metilo (ver inciso. i). La prueba es positiva si al agre;¡ar 4 gotas de -

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

de color a rajo vino. 
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[__ Mu:stra 

- '4 lt 

1 
Caldo Bilis. Verde 

. Brillante 

Caldo Nutrí tivo 

10<¡(, NeCl 

Sanbrar por es tría 

en Agar Sangre 

1 
Sanbrar en Agar 

Soya Tripticaseína 

" f rot~s- Gram 

** rotis-Grem 

** rotis-Gram 

** rotis-Grem 

Sanbrar en Agar~Leche 1---""----------41 Frotis-Gram 

Agar Infusión de 

Cerebro y Corazón 

Pruebas Bioquímicas 

** 

*"* 

* Incubar a 37 ° C, durante 48 hrs. 

** Incubar a 20 ºC, durante 48 hrs. 

"**Movilidad, Producción da ~S, Prueba de Indol, Reducción de Nitratos, 

Prueba de Carbahidratos, CBtalasa, Aojo de Metilo, Voges Proskauer, -

Urea y Licuefacción de Gelatina. 



RESULTADOS 

El número de muestras que se analizaren durante los 12 muestrees fueron 

66 para el aislamiento e identifi~ación del género Flavobacterium y deter

minación de los paráinetros fisicoquímicas. Lo cual se llevó 3. cabo en 2 -

fases. (ver fig 3 y fig 4) 

Los resultados de la determinación de algunas características meteroo -

lógicas en las zonas de muestreo se puede observar en la tabla .I. Encontrá,!2 

dese que, los valores obtenidos de la tanperatura ambiental a lo largo del--

estudio, no presentan cambias drásticos, fluctúan entre 16 °c y 19 ºC. Lo -

misno sucede con las d9'Tlás características meterolégicas; visibilidad, vie!! 

to (vientos débiles en su mayoría) 1 tormenta y lluvia no se registró y nie

bla solo una vez. en el quinto muestreJ. 

La tabla II ros muestra los resultados de alguros parématros Fisicoquími 

cos en la zona de estudio 1 en donde se observan las promedios obtenidos a -

lo largo de los doce muestroos en las diferentes estaciones. Los valores de 

pH se encuentran entre ?.32 y ?.52, lo cual ros dice que no hay cambios - -

bruscos, la transparencia se hace más evidente en la 2a laguna con respecto 

a la primera, la cantidad de co
2 

dis ai..menta considerablemente en la 2a - -

laguna (ver fig 1) y la temperatura del agua t~oco sufre cambios bruscos-

de una estación a otra. 
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Dura;ir:e les primeros -=inca muestrEOs las estaciones .:ia estudio fueron -

u::il-=.J.da~ dentro :le la primera Laguna, en. tanto que los siete mu~str€C'.JS fi -

nales 1 las estaciones se ubicaron en la segunda laguna 1 excepta el. afluente 

y la conexión entre la primera y segunda laguna que se analizaron a lo lar-

go de todo el estudio. (Ver fig 1) 

En la tabla III, fig 3 y fig 4, se puede observar los resultados de la -

frecuencia de aparición de Flavobacterium en las diferentes ests::ianes de 

muestrm. 

De las 66 muestras analizadas 1 se observó que la frecuencia de aparición 

de Flavcbacterium es baja en relación oon otros microarganisrrcs, ~-

~ principalmente. 

De un total de 22 veces aislado el microorganismo en las diferentes es -

tacianes de muestreo se encontró lo siguiente: 

1a Laguna 2a Laguna 

ESTACION No. de VECES AISLADO No. de VECED AISLADO 

(20.0j(.) 2 (28.5~) 

2a 3 (60.~) X 

2b .3 (60 .o¡(.) X 

3a .1 ( 20 .o¡(.) X 

3b ~- 2 (ao.o~) X 

4 -º 3 (42;8::>'1(.) 

Sa !f. 5 (?1.4211>) 

Sb X o 
6a X o 
6b X 1 ( 14.2EP,(,) 
7 X o 
X.- NO SE MUESTREO EN ESA ESTACÍON. 



Por, lo que se observa que la mayor frecuencia de aparición corresponda -

a la estac::ión 5a c::on un n~mero de veces de 5 (71.a2'j(.) y le menor a las est_!! 

c::iones 3a y 6b c::on una sola vez (20 .Oj(, y 14.2Bjl, respectivamente). 

En las estacionas Sb, 6a y 7 no se aisló Flavobacterium. 

En la tebla IV se puede obsevar las c::arac::terístic::as c::oloniales del mic::l'"2 

organisrro aislado en los diferentes medios selectivos y diferenciales que -

se utilizaron para su aislamiento e identific::ac::ión. Notándose que la rorfo

logía colonial de Flavabacterium es semejante en los 3 medios de cultivo -

(agar sangre, agar leche Y. agar soya triptic::aseína), exc::epto que en el me -

dio Agar Leche lleva a c::abo una ac::tividad proteolític::a. 

En la tabla V, se presentan los resultados de las 12 diferentes pruebas 

bioquímicas esenciales que se realizaran para la identificación de ~ -

bacterium. 

It/l'ORTl'l'JTE: Los porcentajes se obtubieron en base a la relac::ión: número de -

muestrBJs que se realizaron ( 100')(.) por fase c::on el ñúmero de -

veces con que apareció el microorganisrro. 
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A A 

CARACTERISTJCAS METEREOLOG!CAS EN LA ZONA 

E tl SANTO TOMAS A T Z 1 H G 0 1 E O O O E MEXICO E U LOS 

CAAACTERIST!CAS 

Mll!ENTALES 

TEM'ERATURA 

AJ.elENTPL ºC 

VISIBILIOAD 

TORMEtHA 

LLNIA 

JIENTO 

BAJA 

TEW'ERATURA 

l:oNOENSAC!Ofl 

X..- Au~i:ncin 

:i .- tHi:bla 

A,- Fbcio 

1 

18 

() 
X 

X 

_} 

X 

X 

" 
2 .1 

'" 1~) 

8 -X X 

X X 

J _} 

X X 

X X 

M U E 5 T A E O S. 
r Jl.JfJIO - nn::11::·r---~·- ' 

u E "' T " 
. 

4 ~ 6 7 o 9 

18 •9 'q '" 'º o •e 

(1 e o e f' (~ :\.. ' 

X 

X 

_J 

X 

X 

X >. X X 

X X X X 

_} _J _/ _} 

-= X X X 

,: 1 X A A 

O .- Cielo despejado 
~ .- Cielo medio nublado 
e .- Cielr:i nublado 

X 

X 

_J 

X 

.o.. 

OE ESTUDIO 

DIFERENTES 

n 

10 

.. 
(~ 

X 

X 

_J 

X 

X 

11 12 

• rr ~ X X 

X X 

_J _J 

X X 

X X 

_J.- Vientos débiles 
_JJ .- Vientos roderados 

_JJl .- Vientos fue:·tes 



VALORES PROMEDIO DE AL!UIOS PARAMETRO FISICOGIJIMIC05 EN LAS ESTACIONES 

DE MUESTREO, A LO LARGO DEL ESTUDIO. 

ESTACION DE PARAMETROS 

MUESTREO pH T""7~~tffüJCIA co2 ?~~~' Ín~~ T8/PERA TURA DEL 
AClJA °C 

1 ?.90 4.91 36.079 - 15.ffi 

2a ?.32 3.90 32.16 - 1?.60 

2b ?.14 - - 25.14 - 1?.60 

3a ?.21 3.52 - 16.3? 

:lb ?.J2 - - 29.91 - 16.37 

4 ?.49 4.?5 56.50 - 14.40 

5a 7.35 5.76 71.15 - 15.50 

Sb 7.34 - - 72.02 - 14.60 

60 7.35 4.50 79.BB - 17.60 

5b 7.35 - - 1 57.91 - 15.00 

7 7.52 5.36 75.75 - 15.'AJ 

tiOTA: -. tJo s¿ obtuo.10 Z''"-'5.ult •. nJo 



TABLA III 

FRECUENCIA O E APARICION O.E .E!!~2.~~E.l!!:.!!!!!! 

A LO LARGO O EL MUESTREO EN LAS DISTINTAS 

ESTACIONES ( .JIJ'HO - OICIEMlRE ) 

i'STACICtlES M LJ E s T A E o 
IA,,ES'f'i\m , 2 3 4 5 5 7 e 9 10 11 12 

, ' - - - - + - - - ~ ~ 

; 
2a + + - - + X X X X X X X 

2b + - + - - X X X X X X X 

3a + - - - X X X X X x. X X 

3b - - - + X X X X X X X X 

4,, - - - - - + - + - - - + 

5a X X X X X + - + + + - + 

5b X X X X X - - - - - - -

6a X X X X X - - - - - - -
6b X X X X X - + - - - - -
7 X X X X X - - - - - - -

+ .- PAESE~CIA DE Flavabact rium X .- NO SE REALIZO EL r.t.JESTAEO 8~ ESTA 

- .- AUSENCIA DE Flavobacterium z~. 



TABLA IV 

MORFOLOGIA MACROSCOPICA COLONIAL O E 

E-.!~.Ú . .!l.~E.L~!:i.!:!!!! OBSERVADA E N LOS DIFERENTES 

M E O I OS SELECTIVOS y DIFERENCIALES 

CARACTERISTICAS 
AGAR AGAR LECHE 

AGAR SOYA 
COLONIALES SANGRE TAIPTICASEINA 

BORDE ENTERO ENTERO ENTERO 

COLOR AMARILLO HUEVO GAFE y MIAAILLA AMARILLO HUEVO 

CONSISTENCIA BLANDA BLANDA BLANDA 

ELEVACION CONVEXA CASI PLANA CONVEXA CASI PLANA CONVEXA CASI PLANA 

FORMA CIFCULAR CIFCULAR CIRCULAR 

LUZ OPACA BRILLANTE OPACA BRILLPNTE OPACA BRILLANTE 

SUPERFICIE LISA LISA LISA 

TAMAÑO PEQUEÑAS Y GRANOES PEQUEÑAS Y GRANOES PEQUEÑAS Y GRANDES 

* PAOTEOLISIS FORMACION DEL COAGULO COLOR GAFE'. 



p ;:¡ u ::: 8 ,; '3 6 l ~ e u I M ! e A s -- R E A L I ¡; A D A s 

?ARA LA. IDENTIFICACI6N DE 

PRUEBAS BIOQIJIMICAS * GENERO Flavabacterium 

GLUCOSA 3 
+ 

SACAROSA -
LACTOSA + 
MALTOSA + 
MmITDL + 

-.... / 
h· CATALASA -.¡.: --- -.. '"'}/c~~;c 

. --· . 
- "" -

+/-
--

. --> ~ - < CITRATO DE SillMDNS 
. 

GaATINA 22 •e + •-

PROOUCCION DE fi?S ( SIM) -
PRODUCCIDN DE INOOL (SIM) -
~IOVILIDAD +/-

3 
REDUCCIDN DE ND: A No; + 

3 
REDUCCIDN DE NITRA TOS A 
NITRlGENO AT1.----,Trn -
RJJO DE METILO 

UREA 

VOGUES PRDSKAUER -
NOTACION: 

* Ver anexo II 1. Presencia de gas en gran cantidac 
+ Pruebas positivas 2. Presencia de gas en cantidad 
- Pruebas negativas regular. • 

3, Presencia de gas en 1nunima 
~/- Variable en un 9J')( cantidad 



F!G 3,- FAECUEl.CIA DE APAAIC!ON DE fl:.ivahucterium 

DIFERENTES ESTACIO'IES u: WESTAEO EN 

EN 

LAS 

LA 1a FASE DEL ESTUDIO. (PRIMEROS 5 MUESTREOS 

2• 2b 

• .- Estaciones que ro se muestrearon en l~ 1a fase 

5b 6a 6b ? 

ESTPIJlc:JlES DE MUESTREO 
• .- .l\usancia di= Flavoboct12rium 
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FIG 4.- FRECUENCIA DE APAAICION DE Flavobactcrium 

EN LAS DIFERENTES ESTACIONES DE MUESTREO 

EN. LA 2a FASE DEL ESTIJD!O. ( ? ""estrBJs finales ) 

2a 2b Ja 4 5a 6a 7 
ESTACIONES DE MUESTREO 

* .- Estaciones qua no se nuestrearon en la 2a fase. 

• .- Ausaicia de Flavobacterium 



DISCUSION 

Como se observó, los valores obtenidos de la 000
5 

son muy altos, as de -

cir, la carga orgánica es elevada. Esto es debido principalmente a diversos 

factores cama so~ la_ gran actividad que se realiza en el poblado (queserías, 

rastros, etc.) , a fuentes externas de contaminación carro la presencia de -

animales muertos (ratas) en la laguna, y a heces fecales· provenientes del -

ganado que entra a beber agua y a pastar en la laguna. 

Ahora bien, esta carga orgánica que no es otra que la cantidad de mate

ria orgánica que entra por hectárea por día, trae com:::i consecuencia una de

manda inmediata de oxígeno disuelto disponible para llev'ar a cabo todas las 

reacciones de degradación. La materia orgánica que no se llega a de;rradar -

permanece corro sólidos disueltas y sólidos suspendicbs, impidiendo la entr~ 

da de luz a la 1aguna y como consecuencia hay menos actividad algal; por lo 

·tanto, la concentración de co
2 

aumenta (ver tabla II). El hecho de no haber 

una ~egradación completa de le. materia orgánica implica que el tianpo de -

retención ·para el cual fue diseñada la laguna no es suficiente. 

(Faii- ~ !!_, 19?9; Rhernheimer, 1900) 



Todo esto trae como consecuencia que en la primera laguna esté.:: trabaja~ 

do anaer6bicamente y la segunda laguna como anaer6bica facultativa, lo cual 

se basa en las características que presenta cama la presencia de algas, co

lor del agua y el olor es menor en ésta que en la primera laguna, donde las 

. bacterias heter6trofas producen H
2
s el cual al combinarse con el co

2 
se -

elimina el mal olor de la laguna. 

La presencia o ausencia de Flavobacterium depende de factores físicos , 

químicos y biolÓgicos de la laguna. 

Este género de microorg~nismos heterótrofos está considerado COIT'Cl urc de 

los que participan más activamente en las lagunas de estabilización junto 

con los géneros Pseudorronas y Alcalígenes (Gloyna, 1975). Sin embargo, no 

se encontró tan frecuentemente en las estaciones de muestreo a lo largo del 

estudio, Esto se debe más a factores biológicos que a factores físicas. Ya -

que corro se observa en la tabla II, entre los valares obtenidos en las dif~ 

reites estaciones de muestreo y los óptimas para el desarrollo de ~

~ (?.2 - 7.4 de pH y 15 ºC - 25 ºC de temperatura) no hay una gran - -

variación. Así corro la del oxígeno, el cual no constituye un factnr limita~ 

te para el desarrollo y actividad metabólica de este microorganisrro, debido 

a que es anaeróbico facultativo. 

(Bergey's Manual, 1974; Fair ~ ~. 1g?3; Rhernheimer, 1900) 



11 La dispanibilidad de alimento se v·e afectada princip3lms:ite por la - -

competencia de nutrientes (materia orgánica); la rap~dez con. que se incorP2. 

' 
ran estos nutrientes o bien por· un antaQonisrrc bacteriano (inhibición) " 

( Gloyna, 1975) 

Esto significa, que estos ºfactores son importantes tomarlos en cuenta -

para determinar la presencia de Flavobacterium. Es decir, la r' ~··:te de ener-

gía esencial para este microorganismo es el carboro que lo utiliza a partir 

de compuestos orgánicos (Bergey's Manual, 1974); el cual se ve reducido al 

hecho de que otras bacterias como al géne:ro Pseudorronas, que se encuentran 

en rñayor cantidad, hacen uso de esta fuente. Por lo que este microorganis -

mo tiende e utilizar otras fuentes de energía como compuestos nitrogenados-

(proteínas) o en forma de nitratos, No;, (sólo en algunas especies), siendo 

no tan esencial para su reproducción y crecimiento. Así mismo, esta fuente 

tambien le resulta poco accesible o disponible para utilizarla, debido a 

que se encuentran ~tras bacterias como Psaidomonas y Chromobacterium que 

hacen uso de esta forma de compuestos para su alimento en gran cantidad. 

Junto a esto, también va a depender de la presencia o ausencia de los sus 

tratos adecuados (proteínas y nitratos) así como a la tensión de oxigeno. 
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Otro aspecto que es· importünte tener ::n cuenta es que este género =s 

prot=clítica, par lo qua su presencia sa favorece en las prime!'as pasos del 

proceso de degradación de materia orgánica, en donde la materia nitragenada 

(proteínas) aún no está mineralizada y conforme ésta ~e va aegradando, la -

presencia de este género disminuye, siendo ésta una de las raz.:inas por las 

que no se encentro en el efluente. (Salle, 1959; Bergey' s Manual, 1974) 

La degradación de proteínas la puede llevar a cabo en condiciones aeró

bicas o en condiciones anaeróbicas por ser un organis1TO facultativa, dando

lugar a la fornacián de compuestos nitrogenados can formación de sustancias 

de olor fétido en condiciones anaerobias y los campuastoS de la putrefacción 

los oxida por completo a compuestos 9stables m hediondos en condicionas -

aerobias, todo esto se lleva a cabo sianpre y cuando el contenida proteico 

sea alto. (Salle, 1969; Gloyna, 1975) 

Par otra parte, deberros considerar otros fenómenos coma decredación, - -

distribución de la especie (si se encuentra en mínima cantidad), etc. - - -

ExplicándOse de esta manera sl hecha de que Flavabacterium no se encontrara 

en el afluente gn el ?$ de las muestreos a pesar de la gran cantidad de -

materia orgánica, y en otros pasos del proceso sí 1 donde la carga orgánica

aurnenta1 principalmente en las estaciones entermedias corro 2a, 2b, 3b, 4 y-

Sa. 
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Ls fra:uanci.? con qu se presentó Flavobacterium a le l.s?""gc dal estu::iio 

._se· le considera r~lativamente en cuanto a los· porcentajes obtenicbs 1 ya que 

se llevó a· cabo el estudia en la laguna en das fases. En algunas puntas - -

sólo se muestreó e.inca o siete veces (ver tabla. II), para observar la vari~ 

cidn que existía entre unos y otros puñtos; además cuando se inició este -

estudia, sola se encontraba llena la primera laguna y la segunda laguna ta-

daví.a no. Lo cual se le considera otra razón más pera la mínima incidencia 

que present6 este género ya que ésto 1 unido a la gran competencia qua pre-

senta con otros micraoryanism:rn {Pseudormnas presenta una gran difusión de-

bido a que puede adaptarse a condiciones ambientales y sustratos orgánicos 

muy variados) 1 le resta posibilidades de encontrarse con mayar fra:uencia,-

a pesar de ser una de las bacterias más activas dentro de los pra:::esos de -

bioxidación de la materia carbonosa [ quimioorganótrofo) y coma se sabe, la 

acción bacteriana se realiza en la superficie de la célula con :bsorción -

enzimática de sustancias nutritivas procedentes de las aguas negras, así -

como la liberación de resió.Jos y subproductos a medida que el alimento es 

utilizado para la energÍ3 y la síntesis de nuevas células. (Me Kinney, 1962) 

ACCION BACTERIANA- - - - - - -Materias primas- - - - - - - Aminas 
a 

( croteínas) /lJTQníacos 
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!::l método rrodificado utilizado para el aislamiento de Flavobacteriwm fue 

el medio da enriquecimiento Caldo Nutritivo con NaCl al 10<:(, (var anexo II), 

reportó resultados favorables en cuanto al de sarrolla de colonias de este -

género can las siguientes características: color amarillas, convexas casi -

planas 1 borde entero, consistencia· blanda, tamaro regular y forma circular ; 

que concuerdan can las citas reportadas. (Shawan, 1969; Kushner, 1968¡ Ser -

gey's Manual, 1974; Me MeB<in, 1978; Mac Faddin, 1900) 

Se escogió el media de enriquecimiento can NaCl porque el microarganism::l 

Flavabacterium es halatolerarte resistiendo una concentración de NaCl de ff~ 

al 2QCJ(,, además de qua en los primeros ensayos no se aislaba dich:J arganisrro. 

Las colonias aisladas en el media se sembraron en agar leche a 20 °C y -

3? ºC para obseNar la temperatura a la que se favorece la prota5lisis, obse:: 

vándose mejores resultados a 20 °c. Par otra parte, a 'J? ºC ro se favorece -

la formación del pigmenta, mientras que a la temperatura de 20 ºC los resu,!: 

tactos obtenidos fueron favorables. 

Por otro lado 1 la temperatura de 3? ºC se descartó para la incubación -

dada que este mic.rcorganisrro es psicrófilo, es decir, crece ~ un rango de -

1DºC - 25°C, siendo Óptirrc su crecimiento a temparatura ambiente. (Bergey' s 

Manual, 1974; Me Meekin, 1978) 
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El cre:-=imiento de e:it2 microa'rQ·an1srrO ~m ·Agar·· Leche:Coílsti.t:Uy.e.üna prUeba 

importonte, ya que la 1=-che es un medio microbiológic~ ~~; ~mple~ ;n cu~n-
to a nutrientes¡ en éste, es posible observar una amplia.gama de- actividad.es 

bioquímicas¡. es por oso, que se escogió para la realización de la prueba de 

proteólisis para Flavobac terium. Como se puede observar en la tabla IV, el -

tipo de reacción que se lleva a cabo es la formación del coágulo. Este se -

produce debido a la acción de ácidos o bases que forman un complejo insolu -

ble de calcio-caseína, el cual puede contraerse y producir un lÍquidd gris o 

suero. Este género no puede desdoblarse la lactosa, pero puede utilizar las 

proteínas de la leche como una fuente de energía (de carbono y nitrógeno), -

produciéndose una reacción alcalina. 

Al sembrar el microorganismo en Base Agar Sangre, utilizando sangre de -

conejo, se desarrollaran colonias circulares de calor amarillo intenso, ca· -= 

racterísticas. que no se manifestaron tan claramente cuando se utilizó san -

gre de caballo, Esto es muy importante, ya que la pigmentación de las colo -

nias y el grado de hsrólisis se favoreció con sangre de conejo. (ver anexo -

II) 

La luz es otro factor importante que intervi ne durante la incubación, ya 

qúB cuando el cultivo se expohe al contacto de éste: el color se acentúa más. 

Esto se observó en los medios de AgarS.oya Tripticaseína y Agar Sa:igre. (Ser-

gey' s Manual, 19711) 



Además las pruebas bioquímicas aplicadas¡ de Sirrrnons con la producción de 

H
2

S, Producción de Indol, Movilidad, Reducción de Nitratos, Az.úcares, Gel,!! 

tina, Catalasa, Aojo de Metilo, Voges-ProS<auer y Urea, apoyan las obser -

vacicnes macroscópicas y microscópicas del microorganismo. (Bergey' s Manu

al, 1974; Lynch, 1976; Skinner ~ .!!!• 1977) 
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e o r~ e L .u s I o N E s 

1. La alta carga orgánica en la Laguna de Estabilización se debe a factores 

tal es corro: 

a) Existen fuentes de contaminación externa tales corro heces fecales Pr!:!, 

venientes del ganado que pasta en la laguna y animales (ratas princi-

palmenta). 

b) A la actividad 
0

desarrollada en el poblaoo con productos de origen an!. 

mal (rastras, etc.). 

c.) No hay una degradación completa de la carga orgánica debido a que el 

oxigeno disuelto disponible es insuficiente para que los microorgani2_ 

mas lleven a cabo las reacciones de degradación. 

d) El tiempo de retención para el cual fue diseñada la laguna ne es suf_! 

ciente para permitir una minoralización completa de la materia argá -

nica. 

2:; El que la primera laguna haya trabajado anaerúbicamente no afecta la pr! 

sencia de Flavobacterium ya que éste es un organisrro anaeróbico faculta

tivo. 

3·. La presencia de Flavabacterium en la Laguna de Estabilización se favorece 

por la presencia de materia orgánica en ese si tia. 
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4. La presencia de Flavobacterium se ve limitada por la competencia da nu -

trientes can otros microorganism:::Js coma Pseudarronas , lo cual se corro -

boró durante el aislamiento, ya que éste últirro predominaba notablemente 

sobre Flavobacterium. 

5. Las técnicas de aislamiento nodificadas que se aplicaron permiten obtener 

mejores resultados al aislar e identificar a Flavobacterium. 

a) La luz es otro factor importante durante la incubaci6n ya que al ex -

poner al cultivo a ésta se acentúa más el color de las colonias. 

,. 
b) La temperatura Óptiaia de crecimiento utilizando l'!s té=nicas de aisl~ 

miento (modificadas) es de 20 ªC para Flavobacterium . 
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SCJ~ERENCIAS PARA ESTUDIOS FUTUROS 

- Deben realizarse las correciones de diseño adecuadas, construcción en - -

paralela, para qué las dos lagunas soporten una carga orgánica elevada y 

permitan la mineralización de ésta. 

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

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

- Conservar todas las estaciones de muestreo a lo largo del estudio y tra

bajo experimental con la finalidad de poder efectuar un análisis compara

tivo más real. 

- Realizar estudios da análisis de proteínas, es importante debido a que el 

microorganismo en estudio es pro too lítico. 

- Sembrar un mayor número de muestras en Caldo Bilis Verde Brillante, se -

sugiere unas cuatro por estación. 

- Para realizar un estudio más completo se recomienda utilizar medios que -

contengan papa, ya que en este tipo de media su pigmentación se favorece, 

pruebas bioquímicas tales como: Oxidasa, y Tinción de flagelos. 
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A N E X O I· 

A 8 R E V I .A r· U A A Y 5 I M 8 O L O 5 

080 Demanda BioQuímica de Oxígeno al quinto día 

lbs Libras 

00 Oxígeno Disuelto 

Q.P Químicamente pura 
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X o II 

1 • MEDIOS DE CULTIVO. (. BBL, 1974 ) 

a. Agar Caseína (Peptona de caseína purificada). 

Ni trégero total 

N amínico/ N total 

Sodio 

Cloruros 

Calcio 

Hierro 

pH final 7.1 .:!: 0.2 

Esterilizar a 15 ~s de presión, durante 15 min. 

b. Agar Citrato de Simmons 

Fa sfato dihidrogenacb de amonio 

Fosfato dipotásicc 

Cloruro de sodio 

Citrato de sodio 

Sulfato de magnesio 

Agar 

Azul Bromctimcl 

Agua destilada 

pH final 6.9 :!:. 0.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 
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12.?0 g 

30.90 g 

4.60 g 

1.20 g 

·0.65 g 

20;00 ppm 

1.00 g 

1.00 g 

s.oo g 

2.00 g 

0.20 g 

15.00 g 

o.os g 

.lD00.00 ml 



c. Agar granulado. 

Agar 

Agua destilada 

pH final 6.9 :!: 0.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

d. Agar Infusión de Cerebro y Corazón. 

Infusión de cerebro de ternera 

Infusión de corazón de res 

Mezcla de peptonas 

Fosfato dipotásico 

Cloruro de so dio 

Oextrosa 

Agar 

Agua destilada 

pH final 7.4 :!: 0.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

e. Agar Leche. 

Leche descremada en polvo (Nesbrun) 

Agar granulado 

Agar destilado 

pH final 7.0 .:!: 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

2.00 .g 

100.00 ml 

200.00 g 

2SJ.00 g 

10.00 g 

2.50 g 

5,00 g 

2.00 g 

15.00 g 

1000.00 ml 

10.00 g 

2.00 g 

1000.00 ml. 

El agar granulado (enfriar a 45 ºC), se mezcla can la leche descremada. 
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f, PJ;¡ar Nutritivo. 

Peptona de gelatina 

Extracto de carne de res 

PJ;¡ar 

Agua destilada 

pH final 6.B ± 0.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

g. Agar de Soya Tripticaseína. 

Peptona de caseí-na 

Peptona de soya 

Cloruro de sodio 

Agar 

P.gua destilada 

pH •inal ?.3 ± 0.1 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

h. Base Agar Sangre 

Infusión de músculo cardíaca 

Peptona de carne 

Cloruro de sodio 

f.J;Jar 

Agua destilada 

pH final ?.3 ± 0.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

5.00 g 

3.00 g 

: 15.00 g 

1000.00 ml 

15.00 g 

5.00 g 

5.00 g 

15.00 g 

1000.00 ml 

3?5.00 g 

10.00 g 

5.00 g 

15.00 g 

1000.00 ml 

Agregar al medio estéril ( 45ªC), 9J ml de sangre de conejo 1 estéril y 

desfibrinada pcr litro de medio. 
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i. Base de Caldo Rojo de Ferol. 

Peptona ae caseína 

Cloruro de so dio 

Rojo Fenal 

Agua destilada 

·pH final ?.4 :!: 0.2 

10.00 g 

5.00 g'' 

0.018 g 

1000.00 ml 

AgrBJar a ésta, 10 g de glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, manitol o 

cualquier otro carbohidrato de prueba. Esterilizar a 10 lbs de presión, 

durante 10 min, 

j. Caldo Nutritivo 

Peptona de gelatina 

Extracto de carne de res 

Agua destilada 

pH final 6.9 :!: 0.1 

Esterilizar. a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

k. Caldo- Nutritivo al 1CJ'i(, NaCl. 

Caldo Nutritivo 

NaCl (Q.P) 

Agua destilada 

~terilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 
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5.00 g 

3.00 g 

1000,00 "ml 

0.8'.l g 

10.00 g 

100.00 ml 



ñ. Gelatina al 7'f, 

Líquido Tioglicolato. 

Gelatina para microbiología 

Agua dastilada 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min, 

o. Leche descremada en polvo. Composición media. 

Gra~a da leche 

Proteínas 

1,.actosa 

~les minerales 

•"pH final ? • O :!: 

p. Medio 8 King 

Proteasa paptona 

Glicerina 

Sulfato magnésico 

Fosfato monobásico potásico 

Agar Nutritivo 

Agua destilada 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min, 
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1.32 g 

3.15 g 

1000.00 ml 

. 1.00 g 

36.00 g 

52.00 g 

8.00 g 

1.00 g 

o.so g 

0.?5 g 

0.075 g 

0.920 g 

40.00 ml 



d. Feno:!. 

Fer.al 

Agua destilada 

e. HidrÓ xi da de potasio. ( Reac: tivo para Voges-Proska~er) 

KOH 

Creatinina 

Agua destilada 

f. Reactivo de Kovac. (Pr:ueba de Indol) 

Alcohol isoanilico 

p-dimatil=.mina benzaldehído 

HCL concentrado 

g. Per6xida de Hidrógeno 

h. Rojo de Metilo 

Rojo de Metilo 

Alcohol 96'/o 

Agua destilada 
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5.00 g 

95.00 ml 

40 .oo g 

0.30 g 

100.00 ml 

150.00 ml 

10 .oo g 

50.00 ml_ 

50.00 ml 

1.00 g 

300.00 ml 

200 •. 00 ml 



q. Uedia líqr..1iCo tioqlic,jl:J. to. 

Tript:ica'Ja p.::ptana 

Cistina 

Dextrosa 

Extracto de carne 

Cloruro de Sodio 

Tioglicolato de sodio 

Agar 

Agua destilada 

pH final 7.1:!:, D.1 

Estarilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 

15.0D g 

o.so g 

5.00 g 

2.SO g 

o.so g 

D.001 g 

0.75 g 

1000.00 ml 

r. Medio SIM [Para la producci-on de H
2

S, formación de Indol y Movilidad 

Peptona de caseína 

Peptona de carne 

Sulfato de hierro y amonio 

Tiosulfato de sodio 

Agar 

Agua destilada 

pH final 7,3 :!: D.2 

Esterilizar a 15 lbs de presión, durante 15 min. 
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20.00 g 

6.10 g 

0.20 g 

0.20 g 

3.SO g 

1000,00 ml 



A N E X O III 

2. Colorantes. (Bailey, 1974) · 

·. 
ITNCIDN GRAM 

a. Cristal Violeta 

Cristal Violeta (9D'l' de contenicb seco) 

Alcohol etílico al 98'/o 
Oxalato de arrcmio monohidratado 

b. Solución lugol 

Cristales de yodo 

Yoduro de potasio 

Agua destilada 

c.Ali:ohol-Cetona (Solución decolorante) 

Alcohol etílico al 9~ 

Acetona 

d. Colorante Safranina 

Safranina 

Alcohol etílico 

Agua destilada 
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2.00 g 

20.00 ml 

a.ro 9 

1.00 g 

2.00 g 

3JO.OO ml 

10.00 ml 

m.aa ml 

2.50 g 

100.00 ml 

1000.00 ml 



~. 50LLCIOtJE5 

Reac::tivos par~ la prueba de ceo
5 

y OD. (AP~, AW'llA_, °IVPCF. Standar methads 

fe~· the examination cf water and wastewater¡ 1981) 

a. Acido Sul f~ric::o conc::entrada 36 N 

b. Alc::ali-iaduro 

Hidróxido de sodio (NaDH) 

lo duro de sodio (~'al) 

Nitruro de NHrógeno (N
2 

~3) 

Agua destilada 

e, Buffer de fosfatos éArrortiguadora para 000
5

) 

KHl04 

KHl04 

Na
2

H'0
4 

(?H
2
0) 

NH
4
Cl 

Agua destila.da 

d, Cloruro de Calc::io 

CaC1
2 

Agua destilada 

e. Cloruro Férric::o 

Fec1
3

• 6H
2

0 

Agua destilada 
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500.00 g 

135.00 g 

10.00 g 

1000.00 ml 

9,50 g 

21.?5 g 

33.40 g 

1.?D g 

500,00 ml 

2?.50 g 

1000.00 ml 

0.25 g 

1000.00 ml 



f. Hidróxido de sodio (para la determinación. de C0
2

). 

Normalidad = O. 02? 

NaOH 

Agua destilada 

g. Detreminación de Nitratos (r.ci
3

) 

Madre de nitratos 

KN0
3 

Agua destilada 

Patrón de Ni tratos 

Madre de Ni tratos 

Agua destilada 

Arseniato de sodio 

NaAs0
2 

Agua destilada 

Brucina-ác. sulfanílico 

Sulfato de Brucina 
\ 

Ac. Sulfanílico 

Solución de ác. sul7Úri.co 

H
2

So 
11 

concentrado 

Agua destilada 

5? 

40.00 g 

1000.00 ml 

. ~.ro g· 

1000.00 ml 

10.00 ml 

1000.00 ml 

5.00 g 

1000.00 ml 

1.00 g 

0.10 g 

&JQ.00 ml 

125.00 ml 



Clorure de sodio 

NaCl 

.ligua destilada 

h. Oetenninaci6n de Nitritos {No
2

) 

Reactive de sulfanilamida 

Sulfanilamida 

AgtJa dest:!.lada 

Qiluir con agua destilada 

Glgrhidratc de N-( 1-naftil}-etilendiamina 

Clorhidrato 

Agua destilada 

HCl 

Solución madre de nitritos 

NaND
2 

Agua destilada 

Patr6n de Kt.lnD 
4 

O .05 N 

KMn0
4 

Agua destilada 

56 

300.00 ml 

1000.00 ml 

5.00 g 

&l .00 ml 

300 .00 ml 

500 .OD ml 

500.00 mg 

500 .DO ml 

1 + 3 

1.232 g 

1000.DD ml 

1.60 g 

1000.Dll ml 



i. Sulfato Manganosso. (para deteminar 00) 

MnS0
4 

4H
2
0 

Agua destilada 

j, Ticsulfato de Sodio 0.025 N. (para determinar 00) 

Na
2
s

2
o

3
• 5H

2
0 

Agua destilada 

Re3cl:ivos para las PRUEBAS BIOQUIMICAS. (Bailey, 1974) 

a, Acido SwlfanÍljco (reactivo I para reducci6n de NO;) 

Acida Sulg3.ní·: ico 

Pcido acético al 30~ 

48).00 g 

10011.(10 rrl 

5.205 g 

1000.00 ml 

o .m g 

50.00 ml 

b. Alfa raftil amina (reactivo II para la reducci6n de r.¡a; ). 
Naftil-<lmina 

Acido acéticc 

Agua destilada 

e, Alfa naftol (Pruebas de Voges-Prokauer) 

Alfa naftol 

Alcchol etílico absoluto 

0.50 g 

19J.OO ml 

50 .DO ml 

5.00 g 

100.00 mj. 
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