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INTRODUCCION

(E1 Péafora es importante en la sgriculturs poroue Junta con
el nltrﬁgcno e un nutrlcntn vital pars plantas, animales y Bicro-
organlsmos y con frescuencis se encusntra: deficients en los sualos
de cultiva (Fassbender, 1975), mativo por sl cual es comin la adi-
cifn de fertilizantes fosfatados pars corregir &sts condicibn, pe-
ro sl ser aplicados a ciertos suelos sufre una serie de reacciones
que provocan dque el fésforo soluble pass a formar compuestas inso-
. lubles que a su vez limitan en gran parte su sprovachablilidad oca-
sionando una disminucifn en los rendimientos de las cultivos.

€l uso y manejo razonable y eficiente de los fertilizantes.
constituye uno de los problemas que mayor. atencidn.rsquieren, por
Jugar éstos un papel sumamente importante en la produccidn agrico--
" la. _Es'decir aplicar laa‘cantidadea requeridan de nutrientes ade-
cuadas a las caracter{sticas dbl‘suela, clima y cultivos, con el
fin de obtener rendimientos ptimos que ayuden @ ls pruducciﬁn de
: alimentns que la crecientl poulnciﬁn requinrl. ~

Ls forma usual de producir’fpttlllznntea fosfatados es tra- -
tando la roce fosférica con &cido sulfGrico o fosférico con lo qus
ge obtiene un aumentu'cnvla solubilided del Posfata, pero sl pre-
" clo del &cido causs un sumento en el costo del fertilizante, & és-
te hecho se debe el interés de incrlmcntar 1a producciﬁn vegetal, :
reduciendo el consumo de fertilizantes qu!llcoa de elevado costo y
' contaminantes de los ecosistemas aprnvnchandn 1a activided de los
"microorganlamol que es de gran utllidad por su rnporcuclﬁn dirscta
en el crecimiento y nutriciSn de las plantas, y cun-eulntnu.nta -
" en 1o nutricibn de los enimales y sl hunbrt.




Os uah{ sl interfs ds majorar las poblaciones nmicroblanas
gue habitan an el suslo y que interviensn en las ciclos de los ny
tricntan. con el fin de mejorar su contenide de formas asimilablas
par las plantaa ‘cultivadas. Y la importancia dl'rnulizar estudios
de ésta {ndole pars incrementar los rendinlentas unitarios y por
conalgulcnte 1a produccifin nacional. Su redituabilidad ha dado cg
‘mo resultado gue en algunos palséa de Eurgpa y Rusia (Saber M. y
colaboradores, 1977), se utilicen microorganismas que transforman
el P4sforg como inpculantas o fartilizantes biol§glicos con el obje
to de incrementar la pruducttvldad agricola bencflclandn al hombre
nutriclnunl y economicamnnte. ‘




GENERAL IDADES

~ En el suslo, plantas y microorganissos el f§sforo se encuen
tra en foras de compuestos -orghnicos ® inorgénicos. Particips
principalmente en las fases metabflices tanto de scumulacibn cg
mo de liberaciSn de energia. :
~ Las fosfobacterias son microorganismos que llevan @ cabo
ciertas transfaormacionas del ffsforo del suelo, su actividad mues-
‘tra dos efectos relecionadas entre si que contribuyen a aumentar
la disponibilidad del f&sforc referentes a:

' é) Solubilizacisn de compuestos i{norgénicos
. ) Mineraltzaci&n de compuestos orginicoo

: Otro efecto que se atribuye a algunas fusfuhaeterias es la

,_producciﬁn de sustancias reguladoras del crecimiento vegctal,; to-

dos ellos de gran importancis en el incrementg de la pruductividad

: agricola. v ' '

_ Los prlmaros estudios rcalizadua con microorganisnoo movili

zadores de’ résfaro, ‘fueron oricntados » dcmnltrar su cspacidad pe-

ra solubllizar y/o mineralizar campuestos ‘de fbafaro ys qus Este

- es unp de los criterios para 1s selacclﬁn de cepas, .

, a) SOLUBILIZACION OEL FOEFORO INDRGANICD.- Algunas inveéti-
" gadores proponcn ‘que los micrnorqanlanoa heterotrfficos y autotrb—
ficos salubllizan los compuestos insolublas de rbaforo. por medio
de la produccibn de 8cidos org&nicoa libérados durante la oxida
- cibn de materia orgfnics (carbuhidrntoa) o bicn de bcidos inorgh-
nicoa. producldol por la oxidacifn de material nltrogcnado 0 aZuy-
"' fre natlvo que conducen a la formaciﬁn de Scido nitrico y sulfl-
rico rluplctivancntl. ‘




La presancis de kstos bcidos provocs un sussnto en la aci-
- dez del medio v.posteriormente 1a liberacidn de fosfato saluble,

' Rlgunas bacterias 'producen H'ZS Gue reacciona con el fosfato
férrico produciendo sulfuro ferroso y iones ortofosfato solubles.
Otros microorganismos bajan el pH por liberacifn de cnz durante ls

respiracifn causando solubilizacifin de fosfatos,
' Microorganismos quimioautotrificos axidan iones smonic o
~ sulfuro produciendo 6Bcido nitrico o sulflirico pudiendo liberar ig
~nes ortofosfato de roca fosférica.

) MINERALIZACION.OE FOSFATO ORGANICO.- En Este proceso el
résforo orgénico que procede de la degradacifin de los componentes
de les plantas y los snimales se convierte en fésforo inorgénico
mediante 1a sccifn de un grupo de fosfobacteriass, &ste fendmeno
- se considera. fundamental pars el aprovechsmiento agricola de Estos
compuestus,fosfora'ma. _ . .

‘ - La m;hgrali;aclﬁn #3 un .proceso enzlm&ﬂco. vy las enzimas
-urdbunas que participan en €1 reciben sl nombre genfrico de fos
fatasas y de acuerdo sl pH en sl que intervienen se denominan; fog

-f.flhnl alcalinas a pH alto, fosfatasas Gcldao apH. bejo, su acti-
. vidad en el suslo.se ve afectada por la estaclﬁn dcl. sho, la prg

.- fundldad y el tipo- de vegetlclﬁn. ‘
L Este sfecto es mayor en suelos ‘virgenes que en suelos de
‘cultive y es favorecido por la elevacibn de 1s - tupcratura, aumen-
to de pH y la cmcantnci&n elcvads de luatrato.

- mamms VEBETALES . REGMDORES DEL CRECIHIENTO.- Hace po-
" co -h de um década que las cunt!ncol descubrieron que la velo-
_cidad ds eucl.-unto y otras multiples func!.onu de las plentas ss
'pndhn nltnur y dirigir a volunud. splicando plqunﬁn cantidades

T de chrtos producton orglnlcol an las hojas, tsllos Y raices. En-
o tu ousuncin qulnicu %on conocides can los mlbru ds uguuth-




res del crecimiento, fitahormonas u hormonas vegetales y con ellos
se pusden conseguir efectos sorpundlnh-. los que ean ocuionn son
extremadamente Gtiles.

Los conceptos de regulasdores del crscimiento y ﬂtnhomnu
no son sinfnimos. £l primero se aplica, como generslizacifn a los
productos quimicos de naturslezs sintétice y de constitucibn divep
sa, que poseen una accifn similar en algln punto e la de las hor-
monag vegetalu natursles; reservindose, por consiguiente, ésts og
nominacifn para los productos asctivos que elaboran las plantas en
sy bloquimismo normal. ’

Se han identificado nultancin reguladoras del crecimiento
sintetizadus por las fosfobacterias, quedando clasificadas dentro
de los grupos de las sustancias aux{nicas, giberelinicas o citoci-

- nicas; ssi mismo un microorganismo puedes producir uno o varios ti-
pos de &stas suatancias.

Barea, Azcon y Hayman (1975) citado en Barea y colaborado-
- res establecieron que después de inocular suelas con fosfobacts »

rias, el crecimiento de plantas fué mavdr, en trabsjos posteriores
‘usaron inoculantes de fosfobacterias junto con fosforita peco soly
‘ble 1a adicianaron al suelo, encontrando que las bacterias susen-
*“ tan el retofio de la raiz y el peso s=co de las plantas, valores

. que se incrementan con el a_nto en 1a concentraciln de Posforits,

‘aunque sl por clento de fSlforo en plantas fué el sisng indepen-
'dlentemantt del aumento de fod’orttl. ‘ :
Lol auturu wgleren dos posibles lxpliclcionu ] ilto.

v a) Las bacteries estimulsn el cuchuntu de las plantas,

al producir sustancias que promusvan el desarrcllo de la refz, y

de éste modo ls raiz es copaz de explorer sbs suelo y zonas donde

los: mne- fosfato son mnudou 8 parur de las mrt!culu de fas-
forlt..

b) Ln blctcrha anlubulzln il fosflto auuntando el fos-
furo -olubh en mlo. ‘




- En 1976 Bares y colsbharsdores reslizeron estudios con bacte

rias solubilizadoras de fﬁqforo 'dessrrolladas en cultive 1igquido
y el sobrenadante fué exssinado pars la busqueds de reguladores de
erecimients y sustanciss que pueden inhibir el crscimiento de plap
tas. ‘
A La capacidsd de las bacteriss para descomponer fcido indb)
acktico (IRA) también fub estudiada porque se sugirib gque bacte-
rias con £sta propledad pueden ser ecollgicamente significativas
en la rizosfera en ausencia de sustratas orgénicos (Strzelczyk,
Kempert & Oahm, 1973) citado en Barea, Navarro y Montoya.

o Ciento ocho cepas de bacterias fueron alsladas a partir de
1a rizosfera del suelo y produjercn zonas claras de solubilizacibn
sobre el medio de Remos Callao conteniendo fitato de calcio. Oe
éstas, S0 bacterias hidrolizaron fitato de sodio lo que indice que
' poseen. acgividad fitass, a las que se las determin8 su capacidad
_ para producir reguladores de crecimiento y descomposicifn de IAA,

' Las bactarias estudiadas fueron 1dent1ficada| coma cepus‘

' de- ag;l;us, chgdggnnag, hrgmobacterium, Aclnegobacter. lnvg- :
~pacteriym, Apthrobacter, .m.gv.-.. Ec.r.ms.b.a.at.s.r.na. Xantos opes,
 Beromgnes, Agrbacterim R
,,'?~" - Om. las. sQ ‘bactarias cctudladal un 86! fuysron productorOl
ifde luxlnus, un  %8% produjeron qibcrelinno. se obtuvo un 90% de
broductorus de cltncinao. un 20% de bacterias con produccibn de
. ‘sustanciss inhibidoras dll crtctalnnto v un 56% con habilidad pa=
" ra destrulr el I[AA, citedo en Sares y calaboradares.

L Bays, Scething y Ramos. Cor-enzlna (1981) ' reslizaron otrn-
",IIQUdlol an hactorial del auclo. ‘pars cxanlnlr le rlllclﬁn antre -
18 -capacidad de noluhlllzucl&n de foaflto blcalctco Yy produecl&n
:¢. vttlnlnlt.

B Les plantas vcrdll qcncrnln-ntt sintatizan aurlcllntn cantf
- ‘dad de vitsaines pars lattaf.cor sus proplas ﬂtcllldldllo‘ Aunque
. 1.- raices no lnn enpnccn de ptonucir todln lae vltnllnll Qe ne=
,ccuttln. do .nl ln cvldnncll d. qun las vlt-nlnlo B cx&g-nlo puo-'

‘ .
. .




dan - sar sbsorvidas por las ulcn, puducundo efactos favorables -
_ sobre rcspiraclén, sintuu de prou!nu y transferencia de nu-
ttlmun (Rempe, 1973) citado sn Bays y colaboradares. _

En el estudio de Stayanov y Kudrew (1978) citado en Saya y
colsboradores, se estipuls que e} peso seco de reices, tallosy .
hojas de mafz deficiente en Mg ss pudo incrementar por tratamien-
“to con vitaainas Co B,y Bs;

Hongos micorricicos (Harley, 1969) vy algas (Round, 1965)
' cltados en 8aya y colaboradores, mostraran ser dependunhi D es~
timulados por ciertas vitaminas. Aungus las reices pusden sumi- .
nistrar uns cantidad adecuada de vitaminas para el desarrollo mi-
_corricica, las bacterias de 1s rizosfers tsmbién constituyen una
fuente de vitaminas para los hongos. La alta incidencis de bac-
tarias productoras de vitaminas en la regién de raices (Cook y Lg
chhead, 1959) citado en Baya y colaboradores y la mayor cantidad
de vitaninas gue ellas producen indica que las vitaminas sinteti-
_zadas por esas bacterias, pueden contrlbuir s!gniﬂcauvammtc al
_desarrolle -iconleico y de, las plantu.

Dhsgrvéndnal en diurcnu‘a estudios (Baya y colaboradores,

. 198%; Gutierrsz, 1980) que 1s inoculaciln con micorrizas y bactse

'_rias prnductoru de vitaminas ruult& n me joris dcl creciatento
de plantau, :

S Con base a lo enterlor se considera qus la 1nttoducc16n de
e éate tipo de sicroorganissos al suelo es d¢ gran 1nporunch en
 la produccibn agricols. :

o 'Y para obtener los beneficios upcudol se debe cftctuar
‘una seleccisn de cepas adecuads con base 8 las sctividades descr}
~ tas, eaf cono aupucﬁn sl suelo. :

Por lo que o hu trabajo los objativos fusron: °

_ 1.~ Seleccionar ccpn bacurhnu solubuludouo y/n aing
nuudoru de r8sforo sislades de suelos agricolas de Tlaxcale y
- Pusbla, que pusdan conssrver éstas p_tnpu_dpdu dursnts tiewpo pry



longado en enndxclonuo *in vitro®.

2.- Idcntlflcar las bacterla. lolubiltZ|dnrus y/o ninerali-"
zadoras de Pdaforo. :

‘ 3.~ Contribuir a la farmacifn de una caoleccifn de cepas que
posteriormente puedan ser utilizadas comg fertilizantes blulﬁglcus
para su lnaculacIGn en auelns de México.:




MATERIALES v METDOOS

~ A) CEPAS: E1 trabaje s inici§ con 26 cepas “aisledes de suelos
o ‘ procedentes de Tlaxcelg y Pusbla (Gslesns, 1981), con
bass 8 su padsr de solubilizecifn y minerslizscifn.

B) SELECCION DE CZPAS: Uno de las criterios utilizados para ls
seleccibn de fosfobscteriss, es la conssrvecifn de su
efecto solubilizedor y minarsiizador bsjo condicionn
*in vitro® por perfodos mlonglnos.

Psrs tal uucto sz procedif a:

Bt hctlncl&n de las cepn '
" e.z Dnurumciﬁn de solubilizacibn y unerlnucién empleando
: los medios de cultivo de Bunt Rovirs msodificada por t3
" ha pera determinar -olnbinuci&n y e} de Remos callap
con lecitina y sin glucou para dlternimr minarslize-
 cibm. '
Dg las prunhu snteriores se ullcciomron 10 ccpu
que corresponden & las claves T, tJ, T t”' 12.17.
T2, 27, To33, t,.:?, T3a3% Ps v Pad5s
- Procediendass ® h 1d¢ntlficnci&n de ln mismas.

B) IDENTIF ICACION DE LOS HICRBORGANISMS a priur critario usp

do en la clasificacién de les bactcrtn fu‘ l.l eacci&n
al colorente dc Gram,

: Pustutumnu 108 arganiamos sz exseinaron para ver
" ‘su capacided de produccifn de pignnt.c y su- forss de
s _utdnuur lt gluual. -




Le produccifn de pigmento se observd, estriendo el microor-
_ genismo 8 identificer sobre places de agar nutritiva, des-
pués de incubar por tres diss s 28°C se examind para ohser-
ver produccién de pigmento, y se incubd nuevamente par un
periodo de 30 dfas repitiendosa la obaervacién.

Pars el metaholf{smo de la glucoss se uso la prusba de oxida
ct&n-ferqentaciﬁn en medio de Hugh-lLeifson obsevaﬁndoae fer
mentacibn, oxidacion o incapacidad para utilizar la glucosa.

.Une vez determinadas §stas caracter{sticas se selecclonaran
las prusbas adecuadss para completar ,.1. ldeptlncacﬁn a n}
~vel genbrico y a continuacibn se enlistan todas las btuebaa
microsclpicas, macroscopicas y de cultivos ‘realizadaa, asf
- como ‘1a informacidn complementaris de los criterios emplea-
dos en Este trabajo para lo que se anexan las tablas 1a 7.




- CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
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TABLA 2

METABOLISMD DZ LA GLUCOSA

G. Yersinis

G« Salmona Ne S

~ Go_Shiomlla.

" (MGHLEIFSON)
ANAERDBIOS FACWLTATIVOS |  AERDBIOS ESTRICTOS,
(Fermantativo-Oxidativo) ‘ o (Oxidativo)
Ge _Actinobacillus '; G« Acetobactar
- Go Aeromanas - L G. ﬂcinc'sgb" bacter.
G. Azotomonas ST ‘Ge Agrobacterium
G. Bed jerinckis SRR | G Alcaligenes
Ge_Citrobacter ... . . BeAzotobacter
~ Ge Derxia . _ ’_" : - Ge Brucells
- Ge Ecusrsiells S " Ge Flavobacterium
G« Cnterobacter _ Go Franciselle
Ge_Eruinia -Ge Gluconohacter
© Ge Escherichia - G. Methylomonas
" Ga Flavobacterium Ge Morsxells
" Go Hafnia G. Nitrgbscter
“Go:Klebsiells , G._Mitrogospirs
G. Lycibacterjum G. Mm
G Pasteurells G._Rhizobium
' G._Photobacterium - " Go Thermus
Ge Plesiomonas G Xontomonas.
Ge M_ Ge 10..
Ge Serrstis B '




TARA 3

© REROBIOS ESTRICTOS
" (DXIDATIVD) |

MOVILIDAD

. POSITIVA - . VARIAGLE . NEBATIVA

G. Agrobacterium . Be pacter " G. Acjnetnbactar

' G.Algaligenes Ge Azotobacter -~ G- Brucells .

; G.!! |!l "‘H G,mmm, G, Mgraxella :
G.Pgygomores. . .. - G Terms

il s e




TAZLA &

- 'AEROBICS ESTRICTUS
‘(OXIDATIVO)

MOVILIDAD POSITIVA O VARIABLE

_- OXIDASA

. POSITIVA VARIABLE NEGATIVA

;. Go_Flovghacteriym
_G. Pgsudomgnas_ -
“G. Xgntomonas

© G. =.Género




JABLA 8

, msnuams FACULTATIVOS
.~ (OXIDATIVO-FERMENTATIVD)

MOVILIDAD

“posITIVA VARIABLE ~ NEGATIVA

~ Ge A;gtodotiu T B ‘Asrgmonas v G. Agtinghacillus
~ G. Citrghecter ~ Go Bei jerinckis '~ G. Klghsiells
G. Chromobecterium G. Escherichis G. Pagteurslls
. G. Equarsislla " G. Photobscterium G. Shigalla
Ge Entarobecter G. Salwonelle S
- Go Epuings. - G Vibeio
‘Golafnda - G. Yarstnie
G. Plisjomonag




TRBLA &

- ANAEROBIOS FACULTATIVOS
- COXIDATIVO-FERMENTATIVO)

. MOVILIDAD POSITIVA O VARIAGLE

AREOUCCION DE NITRATUS

H POSITIMG - . VARIALE . NEGATIVD
‘G, Cltrotecter  .G. Enyinia ‘Minglin glnero
. G Ecuarstells
; Go Emr;gﬁu ;
Ge Mafnis -
' Ge Protobscterium
~ Gy Protgys
Gedersetts -

‘3_',:- Glnuo =




TABLA 7

mcammxsms "ka o€ NITROGEND

(o. n. Ahmdu, !ntroduonm ta Soil mmiology B
- dohe Wiley, snd Senl lhu York) ’ '

'BACTERIAS AEROBIAS

. BACTERIAS ANAEROBIAS

- FACULTATIVRS
. GACTERIAS ANAEROBIAS

G- - B‘ﬁuo‘ -

o

¢

]

Ge Azatomanas

Ge Azatobsctar

G Befjerinckis

G. m .

G. Mathylomongy

G. Mycobectesius

G. Spirjljye

. Scillys

<

G. Clostrigiue
G. Dwsulfotomaculum

] 6. Dasulfovibrio

-




- RESULTADCS V. DISCUSION:

A) SELECCION OE CEPAS: EN las tablas 8 y 9 se obssrvan los resul-
tados de solubilizacién y n!.neﬂlizaclﬁn de f8sforo or-
gnico de las 26 cepes con las qua s inici§ el treba-
Jo. Por s efecto solubilizador se seleccionaran las
cepas 7"3, '72-17 ] rz_zv, en base a sy afscto alne-
ralizador las-cepas T“u v 1'3.33 ] |queuu que pre-
santan ashos procesos uuhﬁltcal cornnpondm a las cg

a) xoeuurmucmu DE LOS nxcamnsmxsms En las tsblas 10 & %
R | obsarve que las cepas sstudiades presantan las mis-
.. mas caractaristicas en cuanto a forms, resccién al
. Grea y 1s no produccibn de Pigmentas, en tanto que su
_A‘_nlcciﬁn en el medio de: Hugh-l.nmon pcr-uiﬁ ‘separar &
 lescepasT,3, T c"’- 333 v P55 que’ son oxida-
;’uvu da les otru qul usulhrun oxldutlvu-huenuq
| 'vu (fabll 2)e : : :

R Al cprrpl.acimr nt;no critarios primsrios con 81 fin
' _de separsr las cepss estudisdas, se pudo agruper s lss
- cepes 1’“13 Y 3.33 ‘cuyas cnucurltlcu prh-un
- rlultlrnn unjmtu 8 los glmrol pertlmcuntn ' ®
- lss fesilies Pegyggmonagacess y Vihrignaceey v & otros
L glurol de afilincifn incierta’ ‘seglin e Sa. .amsn del
M-l c- ﬂugcv'o Qe mnlpandln s My.
' _mm (tuu ». ' |




Postarioments se descartsron los gneros de sfilisciln tne-
~ cierta y los pertenecientes o 19: familis Vigrionacese, me-
diante pruebas como oxidess, fermentaciln da szlceres, pro-
duccifn de pigmento etc. identificendoss & fstas capas co-

so_partenscientss sl glinero Ppeudomoneg.

Entre l1os microorganismos no afviles y de metabolismo oxidg
tivo tensmos géneros como: Brucells, Tharwys, Agingtobacter.
v Moraxells (Table 3) coincidiendo con lu capas 1 J 'E
' Pa35

Al comparar los nmltadoa de Permentacién de azlicares y o-
tras pruebss bicquimicas como cetalass, oxidssa, produccibn
‘de indol atc. . ' .
Se logrd la identificecibn de éstas cepas coma posibles Aci
netobacter so. ya que el 95% de los resultados obtsnidos cp -
~ inciden con éste g‘nsro.

La cepa 12 17 por sar fijadora de Nurﬁgeno (Tabla 7) y por .

mrfulog!a colonial, se clasifich como posible Azptohec-
ter chrocgccum o Azgtomgnas sacrocitfgenes, en base & ls
.fcmntu:l&n de alaidén, manitol y ramnoss paro por na for-
o mar quistls = upts por chnﬂurlo «com _;m gsm ,

- Dtra de las cepas fijadors da nitrégeno (Tabla 7) ﬂ'i‘_ la -
T,,39 y de acuerdo s su morfologis colonisl, a su tamafio cg
“-luler, su desarrollo lenta en sacerass (Medio Burk®s), dess
rrpllo sbundapte y -ucu-gmon en el madio de Nnk-ln ”
~ panso en Baijerinckis indica. Confirsandoss &sto por medio
- de pmbu de fersentacibn de carbohidratos, ys que la me-
_yor{a de las especies del gnero W den resulte—

dos positivos a éstss resccionas (-mmou. glllctn-, xi-
. “losa y mmu.




Les capes restantes (7 o) 2.27. ,.31 y P 65) o ne-
tabolismo oxultivo-fcrmutivo y movilided mmm compagp
ten §atas cersctar{sticas con géneras de s femilis Enterp-
bacterjscess (Tabls 5). Después comparando resultados de o-
tras pruebss coma reduccifn de nitratos (Table 6), desaning’
cifn de la fenilalanina, utllizecifn de cerbohidratos coma
fuentes de carbono, descarboxilacién de aminofcidos y otras,
observamos gue las cepas antes mencionadas pertenscan al gé-

nero Erwinis.

Tl e b
e ;




TARLA B

'EVALUACION DEL EFECTO SOLUSILIZADOR ¥ KINERALIZADGA
'DEL FOSFORD POR OIFERENTES CEPAS BACTERIANAS

. 26 Hr.

SOLUSILIZACION MINERALIZACION
OE FOSFORD INGASANICO DE FOSFATO ORGANICO

TAMAO OE HALO DE TAMAND DE | HALD DE
" LA COLONIA | SOLUSILIZACION LA COLONIA | ACCION

T3 0.9 ‘ | B T B
.8 | .0 B 0 | ot
Tau13 1 s 1.8 C 1.5
T | 03 o o6 | 0.
Tonl?- | oy , ,> N 13
T | o2 | . o . Db 02
M@ | us | s o3 | a2
| T2 | 00 I o  ' 0 | et
A JRC R E I B
Te?6 | 0 : | ses | o
Ton?? 0. 0.8 | o.s
| T2 0t : 0.2
ROl oes | s 1 o6
o | e ] 2 | es | we
W | e | w0l |t




CONTIMMCION TABLA 8

SOLUAILIZACION NINERALIZACION

e | FosFoR0 Iosauico D FOSFATD CAGANICD.

Tamaio oe|  HALD OE TAATD 0€ | HALO 02

LA COLONIA| SOLUSILIZACION LA coLonIA|  Agcrow|
39 0.8 24 | o 007
7,040 0.5 1.7 08 0.9
1,02 0.8 11 £ 0.9 | 0.9
P 0.1 — ' 0.9 —
PalS 0.8 X 10 1.1
PaSS. 0.5 2.8 | 10 | 1
Pa5 o1 0.3 X —
PaS? | 03 e N X 0.9
B 59 0.4 BREE o9 |
Pt 09 | - | 12 1.3
PigS"! 0.5 — - 0.9 1.0

El tanﬂo de la colonla Y o tauﬂo del halo ‘estén dados sn cm. .

| Solubnuaclﬁn de fhsforo 1norgln1co. Hcdiu Bunt-Rovlrt nodlﬂ-
B cldn por Taha.

Hlmrauzaclén de folfato orgﬁnico. l‘lcdl.o Ranoc-caulo sds lccj_
tina lln glucou. .y ‘

Incubacibn s 28°C.




~ TABLA .

EVALUACION DEL EFECTD SOLUBILIZADOR ¥ MINERALIZADOR

' DEL FOSFORO POR DIFERENTES CEPAS BACTERTANAS

i

' He,

CLAVE

SOLUBILIZACION MINERALIZACION
OE FOSFORD INORGANICO DE FOSFATO ORGANICO

TAMARD OE HALO OE TAMARD DE | WALO DE

" LA COLONIA | SOLUBILIZACION LA COLONIA | ACCION

,."I’1

Tat

T 8

Toe
¢

T,.20

3 ‘. .

a3 |
%
T,.17 .
ot 19

Taa?3 |
20?8
T2
2029
"'.'73".32!
T
Ty

1.3 i | 1.3 1ob
1.1 - ‘ 1.2 1.2
16 X 16 —
s | aa | o  0.65
e | 16 | 15
Cae | 1.0 Sl -"1_.‘6, 101 3
: 7 | """. B K R
06 o8 0.6 | 0w
143 2 1."5“_- 1 w2
SEE I 0.6 | 08
101 B K R BT
0.2 | X R C
R I X U R Y R R

T T B X R ¥ R R X

s




" CONTINUACION TAGLA 9

<

SOLUAILIZACION : WINERALIZACION

 CLAvE OZ FOSFORO INGRGANICO DE FOSFATD ORGANICO

TAVATD DE | HALO DE TAMARD D€ | HALD OE

LA COLORIA |SOLUBILIZACION LA COLONIA | ACCION

1,9 | o 22 0.8 | 10
Tegld 0.7 148 1.0 1.1
Ty b2 0e9 1.2 1.08 1.1
Pttt 0.2 — | 0.2 |
Pals 0.9 3 | 13 1.5
L 0.7 2.9 - 2 1e4
L 0.2 O T 02 —
Pad? ek 148 : 10 1.1
PimS? 0.6 1.3 e —
1 P8 | 1.0 R . ) 1.5
1 {',_6'1 1 0 — 1.0 1.1

CEl tuiuo de la colonia y tl tlni’ln ’dll hlloweat&n dados en cm. :

Solubuizacibn de f&sfnro inorg&nico: Medio Bunt-Rovire mdlfi-
cedo por Taha. : :

‘Minnuuzaclﬁn de fonfato orginicu- Hcdiu Rm-culn con lccj,
tlm sin glucon. , ' : '




S TABLA D

 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

R ITS

| ‘P,.‘.SS '

© PARACTERISTIONS DE CLLTIVD

‘ 'ﬂ'. :
" Agrupacifn :
‘Tincifn da Grae

c.plhll g

- Coparne

(Agar nutritive)

Movilided s 37°C
' a 22°%

Tiempo
- Tesperaturs
MORFOLNGIA COLONIAL

S o

Buplrficlc |

o Color -
- Consistencie

Opoqlm :

B-lcuul\_portoo' N

1012 X 203254
- Cadena corts :

Negative
Positive

2
-28%

| Redonda

Pequefies
Extendida

‘Mucoide

Brillante

Bacilos cbttpo o 1

Pares y cadens corts
Negative o

Post tive

Negativa

2 W

- Rudondu

Paquahes -
Extandlds
Blanco
ﬂucb;qu ,
Brillante




' CONTINUACION TABLA 10 .

Pﬁmhunh en ucu
_ ‘Crecimiento en Uakemen 77
-,',Fonnnumu dnuxmu ’

_*muﬁum de uotntm
| :Hadrbliete de ures

-~

: Al-m tnmul-dn

'.‘.l-uu-'mtﬁu de gelstine

 Lisin dascerboxiless
: ‘".tlbon-o

Ornlun d-mrboxuou
yﬂxldnu :

' Produccibn de cataless
 Produccifn de H5 -

| Prosucetén de tncol

1 n-mmn de nitretos
: ﬂoh de ntﬂo
: Mﬂum:

Oxlldutlvo' ‘

Alc. y pept.

' Alc. y papte

Oxidetivo




CONTINUACION TABLA 10

_FERMENTACION DE CARBOHIORATOS
" Adonitol

Almidén
Arabinosa

. Dexteins
Fructosa
Gelsctose
Glucoes

- Inositol
Inuline
Lectoss
Manitol
Menoss
Refinoss
Reances
Sacarose
‘Sqrblto'l

' Sorbose
Xilose

1’1 ¢ 3 | P,‘.SS
- ()
»
W (0}
(R w
(R ()
(R “(R)
(R w
W) () -
- “w




CONTINUACION TAELA 1D

UTILIZACION 0E: o ' .
Citrato -
Hl;ongto. . : -

. Tartrete .

Ay Mo, = alcelinided

" Papte ® poptoutucl&n ,

- (R) = hlutvu con produccwn dc lctdo
"+ = nagativo :

¢ = positivo |




. TABLA 11

: CQRACTERISTICAS MICKROSCOPICAS T 1 t13 | 13,”,
Forma v Bacilos : Bacilos
Tamafio ) 1.0 - 3.0 ¢ L 08-1.0X284 |
Agrupacibn Aislados _ Afsladns 1
" Tincién de Gram - ‘Negativa . Negativa
Cépaule ' ~ Negativa ) ~ Negative '
€aporas , , Negativa Negative

CARACTERISTICAS DE CULTIVO -
- (Agar Nutrtt;vo)

Movilidad a 37°C

o . a22% e \ ..
Tiempo . 2 b S 2 M
Temparatura o 28 : 2%

MORFOLOGIA COLONIAL | , A B

" Forma , . » Lobade Lobade

Tamafo o 1 Grende . .~ Grande
. ‘Superficle . | Extendide . Extendide
~ Golor ' ; N Blplbo '. 1 Blanco

' Conaiatencis IR Sece R Secs

‘Opecidad ., ' Opacs | . Opece:




CONTINUACION TAGLA 11

".ctcélnhnto an KON : | - - -
| Crecimiento en Yokoman 77 | . = ' o
~Fenilelenine desaminass L e L e

| : A‘ mmlilll de ‘ax"gi.n(n. ‘ - S o o
- | Widr8lisis de aleidn o . U

Higréliste de utes o - : . ,
Lache toPnasolads . Alc. y pept. . Alesy pept.

",vu_ciqirmuo'dcﬁgclutlm S A € o R

» .->._I.\“iliy'd|mrﬁoxna’g|f R R A 3 IR v
Matabolieso | . Oxtdettw | Oxtdativo
Ornitin descarboxileca - S -
Oxidasa . » o
Produccibn de catslass . 1.
Producoifn de HS S e T a
‘Producaifn de indol | IR e
Reduccifn de nitratos | e ' e
; “”“ ‘ntllﬂf _ . e o - | S
 Vogee-Proskeuer Y e R

+ @
+ *




© CONTINUACION TABLA 11

FERMENTACION OE CAHGOWIORATOB | N , -

" Adonitol N R .
nimiobe P | o
~Aredinosa R R YR 1 e
. Daxtrira | () _ )
Froctoss - | A R A

Gadectoss | . W - I )

“Lectoss . 1. - .
CMettd - W} oW
 Menoma | oW (A

Rafinow | L B DR B

" Sagaross T N () R | ) i

o Mles L. o




-~ CONTINUACION: TAGLA

11

1" T3P
1 uriLizacion o€s
Rcetato - -
- Citreto - - -

Tar trl‘u’\

" Me. = llclllntdnd |

~ Paptes peptonlucl&' : : :
{R) = positivo con produccl&n dc acldn
é - nogon.vo n s
4 = posttivo.




TABLA 12

© 'CARACTEAISTICAS MICADSCCPICAS

Forma
Tamafio
. Agrupecifn
_ Tincién de Grem
~ Cépsula
Espﬁras

- GAARCTERISTICAS OE CULTIVO
“(Burk’s y Usksman 77 a&ltdas)

Muv11xdaa s 37%C
zz”c
Tlenﬁn
Tgnpcratura
HSQFOLOGIA CULGNIAL
Foroe .
. Tamailo |
. Superficle
7 Celor *
" Cansistencis
' Dplcldld

‘_~.r¢ctnlcntn an U|kamln X2 llq. '

- Cragimiénta sn Surk’s liquldu
- ticusfscein de gllnum
:k_Hetaholllno

. Prnducclﬁn de clttllol

Bacilos pleombrficos
0e75=1.0 X 2.0=2,5 1
Pares a alslados

Negativa
legativa

Negativa

+
“+

24 Hp

. za“c,

E iRaclmml*
C P-qunﬁo{

Elqvadak,f

- 8anco

Mucolids

Brlllantp
Posttivo
Pulitiéq,'
Osldgttyq;firllntativn‘
e ‘ o




CONTINUACION TABLA 12

FEAMENTACION D€ CARBOHIDRATCS | Ton1?

Adoni tol : -
Almidén - . "
‘Arabinosa : ' ' (AG)
Dextrina (AG)
Fructoss S (a5
Gelactosa .~ f . (d)°
~ Glucosa ‘ (ac)
~ Inositol . o Ge
Inulina T -
,q_'u“”a e
Mgl | A
_"~w“-anui,l'a;; L 1 o | ‘-(“)
B
, _";tsaclrnu SRR EE R O B
A Sorbital | - (A)
o 5u;~hou B o (AG)
| Ailoss RN IR -

(a) = poaul.va cun producctﬁn de icidu

(AG) {3 pouwn con puom:clﬁn dc ici.do v gu
- ‘a nlgattvu : :

‘ **{f » positive:




TABLA 13

. Crecimiento en Burk’s 1{gquido
* Licuefaccifn de geletine
Metabolismo .
- Produccifn de catalasa

_Crecimiento en Uakamdh 77 lid.

CARRCTERISTICAS MICROSCOPICAS L
Forma Becilos
Tamafio " 1405-1.5 X 3.0 4(
Agrupscibn Aislados
Tincibn ce Gpam tiagativa
Cépsule Positive
Espdras Negative

CARACTERISTIZAL OE CULTIVC

- (Burk®s y Wsksman 77 slidos)
tiovilidad a 37°C Pusitive
a 22°C _Positiva
Tiempo 24 Hy
- Temperaturs - 2e%
1. HORFOLGSIA SCLONIAL |

Forma Redonda
Tamaiio . Grange
Superficie ' Elevads
Color i Trnnsparentc

- Consistancis Fucoide
Cpagidad 3 Qrillante

Abundante y mucilagincse
Lento . '

* ;
Oxidativo-fermentativo

+




CONTINUACION TASLA 13

FERVENTACION  OZ GARGOHIDAATDS R )

Adonitol ' ' ' -
“Rlmidbn I -~ (R)
Rrabinose , (AG)
Dextrina : (AG)
Fructose , ' (AG) .
Galactasa: ‘ BEE . (A)
Slucosa A o {R)
Inositol C E e
Inulina - . . -
Lactoss ‘ ' L (AR
Manitol T W
Manose S L (R)
Rafinosa : , R
“Remnosa - D . (a)
Sacargsa BT P R 1)

. Sorbital S IR 7
‘uorbosa IR . -

| Alass W
UTILIZACION DE: s ,

Acetato - R -
Citrata . | .
“aloneta o R R
Tartrato S

 Alc. = alcalinidad; Pept. = psptonizaciln; (A) .,.5,1,,vq con -
" produccibn de Scide; (AG) = pasi tive con produccibn de cido y gas;
= = negativo; + = positive. e




- TRBLA 14

1.3

&9 .

| CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS T2 tZ.z': 303 L
Forna | Bacilos ‘Bacilo. - Baciloes Bacilos
Temafio _ 0.7 X 1.0-3.04 | 0.8%1.5-3.0 :( 10x3284 | 06X z.s-:.oq
'Agrupacifn _ - Alslados Aislados . ~ Atslados | Asdados -
Tlmiﬁn. de Gram Neqatlvav Nggluu ‘ 'Qc_ggtivu o ”.“. s
c&-lll - ,' Negetive ‘ u.n".“\v.' . pﬂ.ﬁ tive | Po.‘“"
- 'Emuo S | Negative Negative Negativa | - Negutive
mmxsrms 0€ CULTIVO i TR Coan
(Ager Nutritivo) R , L o : Lo
Mzum e 37°C Fosi tiva ~ Positive Positiva . Positive
o a22% |  Positive Positive . Positive Positive
Tiempo 24 Hr 26 Hr 24 e 2 W
~_Temperaturs 28°% 20 % 20°c
mmmcmwm A . ‘ ' -
. Forws . ‘Radonda . Radonde ~ Radonda -
 Temafio Madiano |- Mediasno ~ Hadieno
| Superficie Elevade " Eleveds Elavade
- Color Blsnco Blenco .~ Blenco
.. Consietancia: Mucolde . Mucoide Mucolde .
o ommu / ' ’ax-mme : aunum 'mumu




~ CONTINUACION TAGLA 14

) Véglé’tanouor

TZ.ZJI 72"27 13!37 ~ g
Crecimiento en KCN - . . o
- Cracimiento en Uakeman 77 - - - -
Fenilalanina desaminasa . N ¢ e
HidrSlisis de arginine - - - <
HidrSliels de urea - . - - e , -
~ Leche tomnolldl " Alge y papte »"‘,19-, v pept. " Alce y papts | Ale. y pepte
V‘ueu-ncomn de. g-uum . . R e el
Lisin descerboxilase el - - .
- Matsholiemo . OfF OF or Cor
Oen tin dncnboxunu- - - - SR
Oxidese . - - - K
,Prodlcolsn de cnulau” . . . *
~ Producaién’ de H,8 | - - - -
" Producoién de indol - - - o
ﬂlducclbn ‘de- nitratos - - - -
Rojo de wetilo - - - .




S

CONTINUACION TADLA 14

~2m - - 2m”

3a

FEVCNTACION DE CARBONIDAATCS
. hdonttol |
. Maidle

© Osxtrine

" Fructoss

~ Gulsctoss -
.. Gluctiss
- Ingsitol
-~ Inulina

Loctou
Hanitol
Henosa

‘Refinosa v

@) , w
®) (W

%‘ s Hes




CONTINUACION TAGLA

1

2m27

“la

Pt

Melonsta I AR

ﬁr‘t’uﬁ' T R T

Alc. = slcslinided

Papt, = p!ptonu-clﬁn .

(R) = poutlv- con producclﬁn de Gcido

(RG) = poohtva con produccl&n de icldo v qn
of = ouhhtlvo-hmntauvn ‘ -

.- Mgluvo "

= pouuvo ;

e




CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

-~ De las 26 cepas sisladas y seleccionedas en tnbajn previo,
10 mostraron mantener su acci&n aoldbiundou y mineralizadors en
condiciones "in vitra” que es uno de los cumxo- bésicos pers eg
‘leccianar ste tipo de hacterlu.

. Por medio de las pruebas que se realizaron para poder clasj
'ficar las 10 cepas estudiadas pudimos llegar s la conclusifin de
que dos cupas pertenecen al género Pseydomgnas, dos cepas se clas}
_ficaron como Acinetgbacter _sg., una de las cepas como Azgtomonas
' macrocitdgenes, cuatro cepas como pertemcientes 8l género Erwinis

v por Gltimo una de las cepas como Bei jerinckis ‘ind ica.

Es lmportante mencionar que can ls cepa P,..los idantificada
" como Erwinia 2p. se realizd un exparimento paralelo en el que se
- compard el efecto de un fertilizante mineral y el efecto de sta
bacteria sobre el desarrallo de ls cebollas, obteniendose me jores
resultadns con el usp del nicroorganl.o, por lo Que se- sugiére
) cfectulr experinentol sinulrcs con las otrn cepas 1d!ntif'1cadu ;

'_'_'que mostraron mantener su acciﬁn solubiuzadara y m!.nennzadura ‘
el idespuéu de un’ afio de almccn-!.entu.‘




APENDICE I
FUNDAMENTO OE LAS PRUEBAS BIOGUIMICAS EMPLEADAS

1.~ UTILIZACION OE CARBOHIDRATOS (PRUEBA Ot FERMENTACIDN DE
LOS HIDRATOS OE CARGOND).

: Determlnar la capacidad de un organismo de fermentar (degra
dar) un hidrato de carbono espec{fico incorporado 2 un medio bési
co, produciendo &cido, o &cido con gas visible. ,

El tipo de productos finalas producidos por la fermenta-
cibn de las hidratos de carbono depende de varios factores: 1) el
tipo de organlsmo que lleva a cabo el prucesd de fermentacifn; 2) %
1a naturaleza del sustrato que debe ser fermentado,.y 3) & veces,
las’ Pactores ambientales coma la temperatura y la acide:. Los prg
ductos finales de la fermentacién de los hidratos de carbono y los .
alcoholn, denominados colectivamente 'azﬁcnel . SON pocos: dos -
gases, Hidrbgeno y anh!drldo mbﬁnicn. algunoa icidua. algunos nl
cuholee v une cetona. - : o

2.~ UTILIZACION 0€ m’:étdm.’ t:xmAru; MALONATO, ¥ TARTRATD.

L Algunn bacteriss son capacu de unr icidos orginlcuo o
las sales de esos 6cldna cama. Gnica fucntn de carbono ¥y atras no.
f - Guanda las bacteriass uun ‘el corhono de. E sLdos orglnlcos ‘
para_crecer, los prnductuc finales de im procaso ‘metabSlico son’
'cuhonltoo. bicerbonatos e Mdrﬁgcno o hidroxido de sodio. Ls fop
nclﬁn de pmducto- elcalinos puede ser detactada por un indicador
* tal como el szul de bro-numul que contiene el ndto. ‘Le detec—
cibn del cembic de pH ss -lgniﬂ.clnh lﬁlo lt ol madic no. mu-m |
' u&urn pom lu pruincn conducc s rnuludu- fchn puulvol. N

'é’.» .‘




Je- CREBIHIENTD EN KCN

€1 papel del sistems citocrn-oexidlla en la rllpir-clﬁn serf

blcn s importanie pututn que es sablido que en la mayoris de los of -

ganismos que contiensn slguns purtu del sistess citocromo, el 1én

cianuro (CN) inhibe ls respirscifn. Esta innibiciln se produce blp

'queando 1a actividad del sistems citocromd. El cisnurc es un 1nhif
- bidor de la citocromooxidass.

Muchas de les lnzimaa que se encuentran en una cfluls bactae
riana requiersn para su qctividad un 16n metalico formando un come
plejc. Las enzimas que contienen hierro son inhibidas por el clany
. To; £ste enclerra el hierro inactivando a la enzima. La citocromo-
s oxidaaa es un pigmento de nctal pesado; la ‘citocromooxidasa ferro-

 sa, con 1la cual se combina ol cianuro, interrumpe el . sistems de
_transporte de slectrones y provoce ql cesq de la respiracifn. .

s B.- HIDRDLISIS OE ALMIDON

o La prueba se basa primeram-ntc e 1a ruptura del- allid&n o
R dcxtrinus vy maltuaa convlrtiﬁndaa& flnnlmcntt la naltosa an dextro- it

La datccclﬁn de- hidr&lisis de alnid&n en’ hactartolag!u gene=
fiuralmentn se hace ‘adicionando lugol  ye que  Este al’ resccionar con
" la fraccifn amiloss da una coloraciSn szul. E1 macanismo de accifn
de La alfa-amllosa no se conoce completamente. '

- HIDROLISIS DE ARGININA

La dtacouponiciﬁn dc 1a L--rginlna lngﬁn 1o han- dcuoltrlao »
;Hnivet. ‘Slade y Slomp. v Dqlnlky " Gchrtng se produce en dos ete-
fpal. primnro una deuconpoltetﬁn de ia L-arglninl en L-eltrultnl,

, slquldo por un siltlma de dnldoblamitnto de ls cittulina. Ll rasc-
: j'ci&n gonlrnl producl 1. rotuaciﬁn dl ls L-ornitin-. coz v NH, E1




cambio de pH debido a la fnrmciﬁn da NH noa 1nd1cl 1a hldr&lius :
de ngiulna.

6.= HIDROLISIS DE UREA

" €1 sustrato urea es una diamina del bcido carbfnico, todas
l.u sainas (ann-uuz) son répidamente hidrolizadas.
* La hidrolisis de ls urea as cstalizada por una enzim aspe-
ci{fica, la urezsa, para dar dos moléculas de smonfaco. En la soly
cidn la ures es hidrolizada, dando carbonato da smonio Como pradug
to "inel.

7.- PRODI.BCIDN 0E ACIDO SLI.FHIMICO

' El gaa I-lz‘-i es producide por bacterias que contienen ln enzj_

. ma cutunau. ;

El gas H:S puudc ser- promeido par la reducci&n de una .fuen

T tc de azufre orgénico promrci.mda por el grupo funcionsl R <SH

. dal ssinoficido cioulm que: se sncuentrs en l» pcptom ols reduc-
- cifn de szufre motg&nico con el tiosulfata (-S 03 de ,

B " El §cido ‘sulfhidrico 88 un gas incoloro, y por lo tanto ha-

- ce flltl un segundo indicador pars detectar visiblemente su pradug

clﬁn. con éste fin se utiliza uns sal pessds de citrato férrico de

’ lmnlo para prndueu un prlclpltadu negro l.nsn].ubla de lulfuro fa-

'rro-o. =

ke mduecﬁn te lcldo wlfh!dueo t-bhm se uuuim por’

la adici&n da otros. utal.n sl medio de cultlvo tales como: pl.nnn.

[ hlmto. con 1o qu. es forsan los sulfurcs coruapondimtn.

8.- mmmu ﬁ GA'I'W

La mm- umlu u mnm ] u nmh du ln heu-




riss serobiss y anasrobiss facultativas que contiensn citocromo.

Por lo general, los organissos que no contienen el sistens
citocromo carscen también de la enzime cetslass y por lo unto no
puaden descosponer 1 pcrﬁxulo de hidrdgeno.

9.~ PRUEBA DE LAS DESCARBOXILASAS

. La descarboxilacifn es el proceso por el cual 1las bacte-
rias que poseen enzimas descarboxilasas espac{ficas son = cepaces
de atacar a los aminofcidas en su grupo carboxilo (-COOH), dando
una amina o una diamina y ‘anhidrido carbénico. - P

" Las enzimas carboxilasas son numerosas y cada una es espe-
éif‘iea,para un sustrato deterainado.

10 o~ F ENILALANINA OESMINASA

El amln:&cidu noléucn fcnualanina. surn 1s mmna- o
;H‘clﬁn oxidativa catalizade por una sminokcido oxidess, m- flavo-

: ffprote!na para producir el &:ido fcnuplrﬁvlco. '

“El cloruro férrico actla como agente. quelante dtl cide rg

. 'nnpiruvico pau ‘Formar un color verds.

11.- PRDDUCCIUN ue Im
El tr!.pt&rano preuntc cn 1a ptptnm dcl medio dl cultivo

E  ¢3 degradado por 1- lcciﬁn dl 1a cnzln uptc(ficn 'triptufmu'

: f‘:ublrando indol el que es detectado por ll adicién del  resctivo
' de Ehrlich que contieue un aldthidn que. ll conblnnrse con 1s es-
tructuu puroucn dcl. mdol fom una qutnom o una : utruetura -
"'do upo qulmidt quo e un llporuntl cn-punto que pmducc colnr. |




124~ LECHE TORNASOLADA

Ls leche tornesolads ss un medio diferencisl qus se emplea ‘
pan deterainar varias funciones metabSlicas de un organismo:
1) farmentacifn de la lactoss; 2) reducciSn del tornasol; 3) for-
“macién de cofigulo; &) peptonizacién (digestisn); S5) farmaciln de
- gese - | ,
_l 1) Fermentaciln de lactosa: el tornssol comc indicador del
pH es rojo en solucién Bcide (pH: 4.5) y azul en condiciones alca
1inas {pH: 8.3). La leche tornasolade presenta un color azul pup
pﬁrib (pH: 6.8) cuendo no esté inoculada, pero si-'un orgsniswc es
capbz de fermentar le lactoss, produciendo principalmente Acido
v llcnco. hay un cambio en el pH del medio dando un Colof Tojo ro-

' _sado. Ciertas bactsrias que forsan lcalis no fermentsn lectosa,

‘pero aetﬁan sobre las sustancias uttrnglnadm qus se sncuentran -
e ls leche nbcundn mnhcn. y dondo en consecuencis un pH al-

. 'icluno que e mlfiuh por un color p&rpun uulldo.

L 2) ﬂtducci&l del tornescl: el tornasol es un indicador del
pHy un lndlcldor o oxtmiﬁn—nmmn. Algunas organlnol son
"‘L;‘}jcnpacu de  redusir el tornesul a una lsucobsse (blanca).’

‘ 3) Formeciln de coigul.o v digutl&n (peptonizacifn):  lss

_ ‘ enzimas mmxmus provocan ll htdt&uu de las proulnn de
‘ S T lqchc de 10 que results T coagullclﬁn- ls principal  enzime
. responsable de. h'fomc(ﬁn de cofigulo es 1a renina. La forma-

_-clbn de eolgulo en un medio de hche tornnnlada es cluudl por
T une. mclpltact&n de ls eue!m por la formacibn de icldno. o por
) :_-’.vlo conversibn de ll .ceseine o, pnracudm por la enzise renina.
e La puclpltnctﬁn de ls ‘case{na provocads por los. ‘Bidﬂl op

_ g‘nlus ] mur u | hctnn on condiciones lcldn. produce un

| 'uﬁnuln firea, g-humn qQus no se sspars de ‘las parsdes del tu-

' : ‘,-' “m.o

; bo y 1] f‘cumu uulto ‘cuando as ln-tldo l comuciomn ll-

b) I.o ‘masu-u a 18 euoinn por u umvlm mmuu '

mm um md.&u m-x ml pmlptudo u-ulhun m un g B

B




quido claro; el procaso denominado peptonisscifin ss menifissts
por une sclaracifn scuoss del medio causade por 1a digestién (cof
gulo) y las protefnas de 1s leche por las enzimss proteclitices.
Sin smbargo, sflo se producs ls peptonizecifin cusndo ‘las bacte-
ries que se desarrollan en ls leche tornasaleds contienen 1a enz§
' ma protecl{tica caseasa. Comunments la peptonizaciln se denomina’
digestibn. :

5) Formscifn de gases: los gases (Cﬂz y H ) puedan formar-
se como resultado final de la fermentacibn de 1| lactosa. Sa prg
duce una fermentacidn turbulents cuando hay sbundancia de  gases
que descomponen un cobgulo Scido.

1= LICI.EFACBIDN OE: Lﬂ GELATINA

La gelatlm contenida en el -edio -im paru deterainar la ’
cupactdad de un organismo de producir enzimas de tipo proteol{ti-
" co que, & su vez, son detectadas por la diguti&n o uculfacci&n '

t . de la gelatins presente. Eotas -enzimas, que son cupacn de hidrg_

'lizar Ia gelauna se denonlmn gnllunaau.

1'0.- PRUEBR 0E DXID&CIDN-FEMNTNJM

| La utnizaci&n que- una bacteris hace de los hl.drlton de 5
carbono tiene lugar por al.guno de das procuan. de fernntaci&n
-‘ ‘0.de oxidacifn. Algunas bacterias son capsces de metabolizar un
hidrato de carbono: (nnlfutado por la producciﬁn de Geidn) 8blo

' V]ln condlciuneu nr6htcn, ulntns que otres producen icldo tanto

- o ur&hica como nnurbbicauntc, Las bactcriu que pucdcn crlccr,'_

' «:nubouznru y reproducirse en condiciones serfbicas (presencis -
L de. ox!geno atmosférico) o snasrfbicas (lumu de oxlgmo ltnou-
fiuco) e dtnontm umurﬁbﬁoa !aeulhunl.




15.- PRUEBA DE LA OXIDASA

La pruebs de la oxidass estf basada en la préducclﬁn bactg
~rlana'ﬂe'una enzima del tipo de la oxidasa., Esta reaccibn de la
oxidasa se debe @ la prlsencia de un sistema citocromooxidasa que

B activa la oxidacin del citocromo reducido por el ox{geno molecu-

lar, el que a su vez actlis como aceptor de electrones en ls eta-
pa finsl del sistema de transferencia de electrones.

Un resultasdo oxidasa positivo est8 formado por una serie
de rqaéciones en las cuales un Companente autooxidable del siste-
"ma citocromo es el catalizador final. Pueden sustituirsa los a-
ceptores electrbnicos naturales por sustratas artificiales, en -
cualdulcr sitio de la cadana de transporte de electrones, dande
‘adt&an como reductantes del bxgtema citocramo c-citocromooxidasa.
Los divcrsoe colofantes ‘para la prueba de la oxidass son acebto-»v

" res de. cltctronts artificiales; el reactiva fenllendiamlna v al
' indofenol son a la vez aceptores y dadores de electrones. Estos
;‘lustratoo arttriclalns son incoloros o coloreados seqgin el estado

- en que se lncuentren. la rcaccl&n oxidasa flnnl muestra un prodqg]:f?

“i;tn cnloranda.

‘ 16.- REDUCGIUN DE NITRATUS
' La reduccibn de nttrlto (ND ) cn nltrlto (NO ) y en gas

. f",nitr6qlno (N ) tiene luger - glnlraluente en condlclones anserbbi-
,_tf];cas en las cualel los organlllos utilizan el NOJ coma - ‘aceptor.
',“’@rlnll dl llectronos. Le meyoria de las bacterias desnitrificen--
-7 tas son snaerobios facultativos y ‘sblo pusden reducir el nitrato
am lunnnctn de ox!gono. Esta. tnnplracl&u luanrﬁhicn es ‘un proces

>>,oo de uxldncl&n por ol cual 1ss -uotlnczao 1norgin1cus. cspnctal-

Ji;: -cntl nltrlto ¥ nnlflto. ° rltalontc hldr-ton de cltbono let&ln -
" come’ lclptntto de slectrones ‘pars mministrar cnnrg!u., En la re.
' duccibn del nitreto, los citocromos bacterisnos. lr-nlaortln lece

ni:;fGSOROO . nnlleullu lclplatlo ccp-e!flcnl. Sl




17.- ROJO DE METILO

~ La prusbs del rojo de metilo (RM) se b—ll sn sl emplec de

un indicedor del pH, rojo de nctlio. pars determiner ls concentrg
cifn de tones hidrégeno (pH) presentes cusnda un orglniuno fernep
ta la glucosa. .

Los organismas rojo de metilo positivos producen fcidos eg
‘tables, manteniendo una alta concentraciSn de iones hidrégeno hag
- ta alcanzar cierta concentracifin y entonces cesa toda activided.

Los organismos rojo de metile negatives metabolizan los
productos iniciales de la fermentacifn por descarboxilacién, pro-
duciendo acetilmetilcarbinol neutro, lo que origine un pH elevy
do terminal que dlsmlnuye 18 acidez del medio, elevando el pH ht=
'cia un valor de 6 o més,

. 18.- voaes.pnusmusn

T ‘La reaccibn de Voges-Proskauer (WP) se  base en la detccci&n gy
|  del acetunetncarbinol (acetofna),_ un pruducto final neutro derj -
: _jivadn del’ metabolis-o de la glucnsa.- Ests es mztabulizads en fici- s
”'-[fdu plrﬁvico. intermediario clave enla gluc&lisis. '] partlr del -
' :écldo pirbvico, uns bacteris puede. aegulr muchas vias.
La prnducciﬁn de scetolne es uno de los ciclos pars ls de-
gradacl&n de la glucosa en las bacteriaa. '




APENDICE II

 MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADDS

1.~ FERMENTACION OC LOS HIDRATOS OF CARBOND
- CALOO NUTRITIVO -

EXErActd de CAFNE .eevesesoecce 10 g
PRPLONA ccevesccccscccccccscess 10,0 g
. Cloruro de 0010 eeccccrcccsses S50 g '
" Rojo-de fenol vecsssssessessese 0018 g
~ AzGicar ceceescscsccceccssassces 10 g

: Agua ﬂcattlad. Io-ooooo.ooooqooo 1000 mi

' INTERPRETACION
.)7 po.uu'..'sem: mae amarillo

' h) Poaltivo icido y gal- color del ncdio auarillo y a8 obsg; .
S van burnujls de gas. an el tubo dn Durhan. ' .

el Negatlvo. no_hay varlaci&n en el colox del medto ni en clf;'  
tubo dn Durhua. . ' : o o




2w~ UTILIZACION DE ACETATO, CITRATO, MALONATD, TARTRATO

Sulfeto 08 MEGNESI0 ccccccccccccccscscesces 02 @
Monofosfato OF SMONLO eeesssecescccsscccsess 10 @
" Fosfato dipothsico eececcccccscrcccccccocee 1.0 ¢
Clorure de 80010 ceccccsecesccccscsenccaces 200 ]

g

9

“g" 0000000040000 0000000000000000000000000 15.0

Azul de bromotimol (sol. alcohdlice sl 1.5%) 0.08
Agua dest{lada eseasscecscsssscssscsccsecce 1000 ml

* Sal del écido org&nlcu secscsscsccssnascsse 2.0 @
PH- 6.9 ’

INTERPRETACION

’ a) Prueba pulitiﬁaz crecimiento con un color szul intenso .
~en el medio inclinado. ' o

‘ ) Prueba negativa: no se. observa cracimiento ni éinbid«dc

_ color. - ‘ .

"'.'3.- CALDO' KCN_

;peptana .........;.;..;...;;.;.;...........; 3.0 9 .
Cloruro de sodio ..........................' 5.0 ¢
'fFolfato de. potallu moNObESICO eeveccsceness 0.225: ¢
* Agus destilada ceececcsececccescrsccnscsccee 1000 M1
: ‘Agregar 1.5 ®1/100 ml dc una sol. de KCN a1 0.5% dcspuil
de esterilizar y hasta que el -!dlo esté couplttamnntc frio.

INTERPRETACIDN .
l) Prucbu posltivn. crlcililnto (turbitdld)
b) Prusba ngg.tiv.. sin crecimiento (clpro)




“Gu= MEDIO WAKSMAN 77 (MANITOL-AGAR LIBRE OE NITAOGENO)

Menitol cceececesccssccosssascssaces 1040
Fosfato dipot8siCO cesceccccccccceee 05
" Sulfato de megnesio hidratads eesees 0.2
NaCl ceececcvcccccccccsceccsacceaceee 02 g
MOS0, oH 0 cecececnssnssescecsacsces 04005 g
Cloruro FErrico ecececcccesccscccccee 0.005 g

AQET seecvsscecccecsovaccencsnsnnces 15.0 9

Rgua'dlstiladl ecsssesassssasesesses . 1000 ml
INTERPRETACION

- Baeﬁrin fijqdurli de nitrigeno: desarrollo posotive

5w Asan‘m.uxoou

o Ah‘“ﬂ d. plm ...o.oooo-o.oo.oo-o 10-0 -8
“‘u' ﬂ.t’.x.h oooooooooooooooooooo .  \‘ 50 .1 S
“q.r multiw oooooooocooooooo-oo. 1“ .1

 AGAR WUTRITIVG

P‘Dtﬂﬂl d‘ ﬂ.l-uﬂ. 'oo“o.o..o'o'.ooo.oo'v-" 5.0 - '
‘ ‘ zsuutﬂ ds cm “ r.. oooootoooo“ 3.0 - |

- m’ ....C..l..........O.......Q... ) 1900 : g :

pl'l flllll 6.8 *

"Tutuur cl. amdﬁn en sgua’ hasts forur une puu ftn- Y
.guqlrh 0 agu- rundldo. -uclu y astarilizer 8 115’0 mu




10 min. Oistribuir en cajes de Petri.
El sobracsisntamiento pusds hidrolizar el slmidin.
Inocular les cajes e incuber s 30°C gurente 5 dfes.
Cubrir ls pleca con une soluciln de lugol, el medio tome un

color ‘azul cusndo sl slaidén no ha sido hidrolizsdo; en tanto qus

‘1s hidrS1ists esth indicade por zones clarss incolorss.

6= AGAR ARGININA (THDANLEY 196D)

Pcptuﬂl oooolcooo;ooo'ooo;oco.oo.o ) 1-0

N.cl S8 L00800000000800000000008 s.o

9
9
- szl. cocscescscssscscesscsccss 03 @
. RQBP ceccrscenccrceccccsecscsces 30 @
Rojodl fenol cecscescscocccnces -0.01 9
L-8rgining cccccccececcccccnccee 100 g
AQus Ge8t1l808 esecccceccseccese 1000 ml

fAJuum s pH 7.7; nuruizu s 121°¢ dunnu 15 -l.n.

: ‘Inocullr por plctduu. lﬂudlr una cape de S5 mm de u-um, -
~incubar s 30°G - 37°%C; una resccifn positiva esté indicada por un .
cubio d- color (s ran) dupuh ch mcubnr dc 3a 7 diu. IR

7+~ SACAROSA-UREA 7§sinaacn)_

» Aznldtbronotiml 'iodc;lo;booo. 005’(16 2 ﬂﬂh.) o

R ut.. o;oooooooooooooooooo.oooooi. 1.0%
. P‘pm de c..‘ﬂ. -esoscescscse 1000 . 9 ’
ml o‘-oooooooooooooo-.ooooooo 5.0 '8

_ RO” de f!llnl oo.oo.oooo-oooooo‘ 0010 [




- Sacarass oooo-oo-ooooo-oonoooo.o-o- 5.0 g
‘ Agu. d..til.d. esscsssssssssssccas 1000 al
pH- final 7.:. ‘ -

INTERPRETACION
a) Urea positiva: color rojo violéceo
b) Sacarosa pasitiva: color amarillo

) Prueba negativa: no hay cambio de color del medio de cu}l
tivo. B ' R ‘ |

N 8.~ AGAR HIERRO DE KLIGLER

Extracto de COINE ecececsscsscces 340
Extracto'dlflcvadurl cecsessccces 340 -

 PEptONE eeecesescsscncscasasicens 15,0

. Protecss pEPLON® eeeeeccsccscecee S
7.]\antnaa sssecsccscccscssecccscese 10.0°
¢ Duxtrosa (glucnna) essessscssccce 10
. 'Sylfato Perroso vessessenesserase " 0e2
© . ClOTUTO 08 SOO10 sseccccsccecoese SoB
. Tiosulfato de 80010 eeiececsesses Qa3
Rojo u-'r‘mx sesersssesescareene '0.024 9

[}

Ag.r ooooooooooucoo.ooooo.oooooo.» 12.0 - @

. Aou. “ltllla ooooooooooooo.o‘.. m =l
: " zutsamzm:xou | £
. ,”:”) st ncgnttvos no ll nhn-rv- ‘"'it'cﬂllcnto. f”']f',

- B




sml‘o.. essvessescsessssssssssssnssee U0
“2’”‘ oo'o..--oooob;oooooooooooo..o 0.5'0

"gsob.7ﬂzn t..‘.‘......ﬁl.......‘., 0020

. Nacl .....;..O.........‘.......‘... u.zn

9
9
KHZPDI. ecsesccssssscsscocsccencasce Do16 ¢
9
)
g

CaSD,..ZHzO 000000000800 800800000000 0.05
NQZM’. sesceesetscncsesescsseResane 0.002 g
Fﬂsuk ®eescesccstsscsascescnvsnccas 014 g

Agﬂl‘ ooooo-oooooooooo.;-oooooo.oooo_ 15.0 9

Agua‘ destilada ceeccvesccsceccsocees 1000 ml

INTERPRETACION

Bacterias fijadoras de nitrogeno: desarfollo positivo.

0.~ AGAR SULFURD-INDOL-MOVILIORD (SIM): MEDIO SEMISOLIDD

"Extracto R COINE seesecssccescceonse ~ 3u0 @
) PEPLONE cecscssccscasscccssscsaccess 3040 9
. Hierro peptonizado® esseccescseccsese 0e2 @ -
 Tiosulfato de 80010° ececcescccscsss 00259 -
’,“Agér ....,..........................' 3.0 g
_ Agua destilads iecececccccccannccone 1000 m1
. pH 7.3 "

: _:'Ihdlcaddr de "28
 INTERPRETAGION

. .) Producci&n dc HZS' lmgucuunto dcl ud!.u.




b) Ptoducc!.&n de 1ndol.. -gmar unas gotas de reactivo de
Ehruch dinctlmntc sl tubo incubsdo de 24 @ 48 hr:
‘Prusba’ pouuva. un anillo rojo en la superficie del sedio,
. Prusba negativa: no ss produce color. .
; La prusba de movilidad fub efectuada en el medio de caldo
' nutritivo s diferentss temperaturas. . '

1Mo HEDIU DE RAHJS C“LLRD Cﬂﬂ LECITINA SIN GLUCQSA

' 'Extracto dc levadura escccsecsscsans 2.0 g
'ﬂgut 9000s0s000ss0sscstreccanccosscs 22,0 |

"Aglll d.’tiz.d‘ oco-.oo-ooooooooooooo 1000 ‘al

' ansIon ns Ve oe HUEVD

PR Huclar una yewe' ds hulvo en 100 al da una ooluci.&n de Nacl
e 0.95. ‘Esta mazcla se coloca en sefrigeracifn tods la noche, pg

rl pcnittr udiuntacl&n de 1- -lbrana y de ln partlculu pul- Sl

o -‘xummcxou s
Cie Hlnumluclﬁn dn fnl’ltu org‘nim. znnu clnru ol -
L d’.ﬂo ) '

- 12.; ::oxo‘uiur.anvxm" pqorr;mou POR TAMA

' u m -........;’.................... Dol
! ‘ )z ~ ......C0.0".............. n.’ .
‘ w‘.,”zo .....0................... ) uﬁos -
' mz .........‘...O...l....0....'.. 001
i "l’ ...p.’.........O.............. ‘0J1

Mlz oooooooooooooooooo.ooocooooooo‘ 0.1:




P.Dtﬂﬂ. 90s00scececassssssvcssceccne 1.0
" Extracto de levatuls scececcccsescces 1.0
GluUCOS8 .cesesevecsccnsccnccsenrssace 5.0

“9.’ 00000000 OTOPROROIDOIOOINOGOIARRIIOROGOS 15.0

Extracto de suslo -o‘ocooooooooo.ooooo 250

Agul 000000000006000000000000000000000 750

Sustituir en 1a compasicién del sedio dado e) HZHPnu por -
KC1, en 18 misme proporcifn y sdicionar una suspensifn de Ca (POE)2
8l 1% en goma arabigs al 0.5%

INTERPRE TACION

La producciﬁn de &cido es detlctada por la formacibtn de 20-=
nas claras.

136~ PARA LA FRUEBA 3 CATALASA SE EMPLED EL HEDIO DE RAMOS-

" CALLAQ CON GLUCOSA AL 2%,

» v Agreqar directa-nte 8 un cultivo de 2& ht unas gotal de pe-
o réxido’ de htdr&qeno ll 0%, ' :

INTERPRETACION

a) Prueba positiva. rdtnaciﬁh lnmcdiata‘de‘burbuja--biln vi-
~ sibles (formacidn de 05). L

b) Prueba nng@tlva: no hay formacién de burbujas (nbi;i for-
ms 02); . ' ‘ -




1@;- MEDID OE FALKOMW PARA DESCARSOXILASAS

Peptond ecevesssescsesascscsssccancess 5.0 @
,Ektracto de levadura cececssscescesss 30 g
GlucoSd eseccecccccscctccscnccncecese 1.0 g
Pirpura de bromocresol eesessvecsscee  0e02 g
Agua destilada cecceccescccceccscscss 1000 ml
pH 6.8
Agregar el eminoScido deseado:
Hidroclorure de L-lisina  0.5%

~ Hidrocloruro de L-ornftina 0.5%

Incubar durente & dias y examinar diariamente
* INTERPRETACION
8) Prueba positiva: plrpura turblo

vbjfprueba negativa: color amarillo clard y_btillanth

"is;L FENILALANINA asAR' |

‘DL-fenilalanina coersaceseresascssees 240 '

Extracto de 1evadura eecescccscccsecs 3.0
' Clorure de sodlo cessastrocsatrcscens 5.0
ﬁjFoefato de S0dL0 essescercscccseceses - 1o0

) éﬂgar o-oo.oooooo-oooo.o.ooooooo¢o.oo. 1200

">Agua de.tilada 00.....'..0...0......0 10(.'0 al
LR ‘ -

: . Inocular el medlo de cultlvo. fncubar 26 he, agregar 3 a h
gotas dl cloruro f&rrlco 8l 10% dlrectamentc 8l tubo v hacer quc




el reactivo se deslice éuaveﬁcbtc sobre ls superficie inclinada,
INTERPRETACION
a)‘Prueba positiva: en el término de f_l 5 minutos formacifn’
de un color verde al principio del pedio de cultivo inclinado.

b) Prueba negativa: no se produce cambio de color; se mantlg '
ne amarille por el color del reactive clorure férrico,

164~ LECHE TORNASOLADA

Leche descremada deshidratada eeeeeee 00,0 g
POIVQ de tornasa!. "0000.’.0.0'00000070; " 075 4]
: Agua dest_ilada oooqoooouooooo“oooo.oo.oo 1000 ml

. INTERPBETACION
~ a) Rojo rosado (Gcida)

7‘1. Reaccifin fcids
2. Fermentaci&n de la lactosl

b) Azul purpﬁrea (sin camhlo) ~v"f"
4o No hay fermentacl&n ‘de. 1| lactosa
24 No hay cambio en el lndicadur del pH tornasul' igual
que el tubo no inoculado. : L

‘e) Azul (alcalino)
" 1o Resccifn alcalina ,
2, Ko hay ferment-cién de’ la lactoss N
3. £1 organi smo atacu las lustancias nitrogenadas quc e ‘

. lncuentrln en el mcdio. '




) Blanco (Red.): tuducclﬁnxdél tornasol a una leucobase

l) Fnrnacién de coiguln a cuajo: coagulacifn de la prote{na
dl 1a ltcho.’ '

r) Digestifn (paptonizacl&n)
1. Se ha digerido la protefna de la leche
2. Aclaracifn del medio

9) Gas (CO2 v HZ)Z
1. Surbujas en el medioc
2. El‘coﬁgulo puede desintzgrarse

| . h) Fermentac!ﬁn turbulenta- el coéquln &cidu es fraquentado |
- por 1 abundante produccl&n de gas.v B :

‘ﬁv;- GELATINA-NUTRITIVAA

Eth'lcto “ cam ooooooooooooooooo..‘ ; 3.0

; !-: -§ ’?:£2%,i‘,

Pe’tﬂﬂ. ooocoo.ooooo.ooo.ooocnooooooc'"’ 5.0
Gllatina ooooooooooo-oooooooo.loooooo 12000
Agua d.st‘).ada oooo.oooo-ooo-ooooooo. m
au 6.8 - o | L
INT"RPHETRCION

5 Prcc.uc.ﬁn. enfriar «l -edlo ll se incuba s 37'0 antea de tn :
tlrprctur los RIaultados. ;va ‘ ' .

l) Posltlvn- ncdlo licuudo

h) Ntoltlvo. el nndlo s nuntlnnc lﬁlido




18.- MEDIO BASICO OF DE HUGH ¥ LEIFSOM

Fepion& ceesesscccsccsvesscsnsscsccsacs 2o0
Cloruro de 20810 ececcccresscrccccasces 5.0
Foefato de potesi0 eececserescscocasces 003
. “Azul de bromotimol 1% (sol. ecuose) eee 3.0 ml

Agar seseessssessessasacsessecsnncssese 3.0 . B
'Rgua‘de.ti]‘.adﬂ escsvorerssessstcccosose 1000 ml

.. 5e siembran dos tubas por cepa, uno de ellos se cubre con und
-capa de vaselina estéril para ascgurar la anaerobiosia. Incubar de
3a b dfas. ‘ ‘

, INTERPRETACION

o : a) ﬂcciﬁn oxidatlva- viraje al amarillu solamnte en el tubo
B sln valeum. : ‘

) Acci&n fcmntativa. vltaje al mrillo en. ubol tuboi.

T 9. PARA LA | PRUZBA 0E. LA uxmsa sE. m:u:u £ ue.oxn ARMOS-
| *mu.nu SIN GLUCDSA "

Agregar directa-entc varias gotas dl N-dinetil-p~fenilendilq1
. na al 1% a las’ colonias desarrollades. :

IRTERPRETACION

, a) Bulnniu oxidasa- poutivasl la coloniu tuna un colar rou-
do. duspu!s larrén y flnalunntn nlgro.

‘ - b) Colonll- oxid-sn nngativas. no .. prnduc. eambio de color
‘ tn lu colonlu. o : :




AT

20.~ GLUCOSA NITRATO

Puptm ;'-ooo..ocooo--qpoo-o;oo-oooo‘ 10.0

‘ clﬂm de 80010 eeesescsvcscessases 5.0

_EXtracto OR CAPNE ccsccecccccccceses 3.0

EIWOIE ..tooooooooooooooooooo-o.-oo' 10.0

Agar secccecocsncssssssccseccsscescse Ul

Azul de bromotimol eccccceccccccceses  Oo01

NLtrato de POASIO ceceecccccsceense  To0

. hgua ﬂutu-dl ecsscessecscccesesces 1000 ml
7 - D

: tl\guglr unas gutn de uacti.vo A y B sobre 1a luptrﬂcu de ;
Ea urrnllm an ol ndio de cultivo (vu- spendice III, punto 4).

© INTERPRETACION.
: 4}.) ﬂncciﬁn m-itivl. lparictﬁn de un color rojn pﬁrpun o
",f‘ .",") Rnccl&n mgltivas m hay mriciﬁn dn co).or. :

| ”"..'Nnh: llml mrmmiunl recucen 1om nttnhn -I- -11-
del: utlu de nltrltoo. " nltr&glm o ‘smonfaco. Por 10 que ls
i _pmln negative de Aitritos no debe interpretsrse por fuerzs como
© 7“una rasceibn negative de teduccifin de nitrato, sin cunpmhar pru!

. 7o.la presencis de nitrato no. reducida | |

. Pars sllo agreger una cantidad muy pacuefs dn zinc ll'l polvo‘
' al media que dio reaccibn negativa con los resctivos snteriores.
. Lu presencia de nitrato no recucido se indica por 1 sparicifn de

‘ m calor rojo. Se confln. el la mcct&n nngltlvn d: nmtﬁn
L iulﬂtmho' - : o : :




2.~ ROJ0 DE METILO-VOGES-PROSKAUER (CLARK ¥ LUBS)

: Pﬂlimpm o?ooooooooooooo;.ooooooo 700 ]
Glucosa ssccescsccsccscccsscccccaces So @
. Fosfato pothsiCo eecccccesccccscecss S50 @
- Agua 088t11808 cccecccscccscsccccces 000 ml

RO DE METILO: Inocular el medio e incubar de 3 @ 5 dfas.
Asfpticamente, con pipeta estéril, retirsr uns slfcuots de

2.5 ml pera la determinacifn.
' Agregar 5 gotss del indicador rojo de utuo LR ullcuota
(ver apendice 111 - - punto S). :

INTERPRETABIDN

a) Prueba del RM poutiva- El cultivo es lo uuﬂcimtoun&
écida como pera permitir que el reactivo rojo dc letuo untmgl
dnfinido color rojo (pH 4o4) en la superficio dcl medio.

b) Pruuha del RM mgntiva- color amarillo (pH 6.0) e la oy o
plrﬂcu dcl udlo. ' , _

c) Rucctﬁn rctnrda:u. cn].or ammjadu. : |

L VOGES-PRDSKAUER. Inncular cl mdiu dc cultivo e inedur de
'fzt.ul.ahr. IR '
’ As&pticmnh con una piplta ut‘ru. rcnm una nllcuot-
 de 2.5 ml pare la rncei&n. . ' '

o Agrcgar prluro 0.6 ml de uns lolucﬁn de alfs-naftol 11 5’.
despus 0.2 ml de la solucibn de KOH el 40X, agl.t-r el tubo suave-

~ mante pars. exponar el medio &l oxfgeno atmosférico a fin de oxider B
1l u:ctu!m y obtlncr una rur.ci&n de calnr (ver. ‘spendice III -pp

tn 8)e

EL lcltnutucqrbinol an prncnch de mu Y ntn (1] oxuhdo o

v-_o dm:ctu. . ;atq duquul ‘on pu_uneiq d. llfn-mftol Y n ul.nd— 5 ‘, o

s




cido arginina de la peptona da une cqloraciﬁh roja.
‘INTERPRET“CIDN

&) Reacciﬁn w positlvn. calor roJo rosado o la auporficla -
del mediae. ‘

b) Reaccifin VP negativa: colar gmarilio an la superficie del
»medib. k . . ‘ ' o ) B

22.-' AGAR N'uranivun

_Eltrﬂcto d. c.rn. ooo-oouo;oooooooooov ‘3;0‘ g

'”P.ptﬂnﬂ 0000000060 00000000000000000 500 - g
o Aglr oooooo-o-ooo.oooooooooo.o.oo.ooo 15.0 Q._.'
 lAgua dl.tilad. .oooooocooocoooooooooo ) 1000 ﬂl

: f_pu 7.0 =72

;:«.;;‘5*-23.- ueom aams cnu.ao cr.m GLUCOSA

, ‘TExtrlcto de. lcvadurl ................t"z,o«,
. GlUCOBA ecsceccessaacocssaccccscasces 2040 -
. ﬂgar ooooooo.ooooooooooo.oooooooo.ooo i22§q‘.
. Aguas d.ltllldl ecesscscessccsscsssases _1000 ]
""’.»pH 7.0 L RN




APENDICE IXI

1= LUSOL

‘Yodo coo;odooo'o‘o_oooo.oooooo‘oo.oo;oooo 5.0 ‘g
Yoduro 4d9 potado esosvesssosovsesece 10,0 9
‘ Agua deatilada o-ooc--nocoo‘ooco'oooono 100 ml

- Disolver el KI y el yodo en 10 nl de agus, ajuster Vcl'volﬁ-
men con agua destilada. '
Para su empleo diluir /5 ,‘°°'7 agua destileds.

f2.;:nEACrxvo’oE*cHaL1cu'

- ‘Pan-dluatnamino-benzaldehldo SITTIITS 2.0 . 9
v Alcohﬂl .t111c° (.bSOIUta) ecessescace. 1”.0.1 )
Lo D'CI (connentrado) ooo;ooo.oooo.oo-oooo hD.Oll .

L

R éxraACTn 0T SuED

k 5U91° o;;o..o.;cocoo.ooo.-ooolo-oooooo.. 1000.0 » ‘ o o
nga d.'tilld. o-o.oo.ooooobooooooooo 100000 .l

Esteruizar durantl 3D min L o
. Se rntra. agragar tie lsdc clSU,‘. El futrldo obtlnldu
nfourlo 8 un litro. A,




ko= REDUCCION DE NIVRATOS
@) AC. SULFANILICO AL 0.8%
: “c. mlflnillcn eesssecssecsssssvscscas 2o 9

“w. destilede seesscccssscceccansecns - 250 Il -k
Aco u.ticﬂ gl.ct.l ®ececsncsccenssrae 100 md

b) MFA-N“FTILAHIM AL 0.6%

“lrl.ﬂ-'tilﬂﬂtﬂ. esesscsrerssscncantes 201 9
.. Agua destilads ccececccsscccsccsscccses 250 ml
Ac. schtico QIQC’.!I sessssssssssccesns - 100 . ml

- Se- xuoxcuooa RO20 OE METILO

ROJD “ ..t’.lo ‘esess00e0000s0s0ssscss0e. | 0.1 g
: A1=0M1 .t!l’.cﬂ * ” ooooo.looooooooi - 300 ml
“gl“ d..til.d. o.oooooooooc.oooooooooo 200 ‘ml

. Dhol.ur ol roJo dl ntuu Il'l el llcuhol. ngngar el sgus )
dnulldl a 1- uzcla llcohol-lndleldor. '

”*‘:__s.- su.u:mu OE m.ru.mrm.

‘ “1fl-mftol oooooooooooooooooooooo;ooo : .0 ‘
“1m1 (”’) ‘chp oooooooooooooooooo-o m .1

o 3"~;1.- ll AOS

" : m “Iulldl m oooooooooooooooooooti 1m .1 " |
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