Capitulo 3

Practicas de microbiologia

Luz Marina Castillo Loaiza

Al estudiante

Quisiera hacer una breve recoleccion de datos microbioldgicos con el fin de infroducirlo al mundo de los seres
vivos que se han denominado los microorganismos para asi poder enfender por qué es importante su estudio
en el drea de la ingenieria.

Entonces, commencemos ...

En las ultimas décadas, los avances en las metodologias de pesquisa usadas en el laboratorio para el es-
tudio del microcosmo ambiental han sugerido que nuestro planeta Tierra puede realmente ser un "planeta
microbiano” (National Research Council, 2007). Los microorganismos son la forma de vida mds abundante,
mucho mads que los artropodos, anfibios, aves, peces y que los mismos humanos; se podria decir que los mi-
croorganismos son tanto en numero como en distribucion los mayores habitantes del planeta, y representan
engranagjes fundamentales para la integridad y funcionamiento de la biosfera (Lozada, 2018).

Es mas, tambien se podria decir que los microorganismos, especialmente los procariotas, son responsables
de una gran parte de las fransformaciones que sufren bioelementos como el carbono y ofros nutrientes en
la naturaleza, gracias a su diversa maquinaria celular. Esta ha evolucionado conforme a su adaptacion vy los
ha llevado a realizar cualquier reaccion quimica posible permitiendoles sobrevivir en casi cualquier ambiente
(Lozada, 2018). Asi, ellos dirigen los ciclos biogeoquimicos y permiten la devolucion de los nutrientes alas redes
troficas. Lo que se traduce en que la vida del planeta depende de la actividad microbiana.

También, es de destacar que por su forma de interaccionar con otros componentes bidticos y abidticos
de un ecosistema, los microorganismos juegan un rol primordial en la salud humana y ambiental (Lozada,
2018). Por ejemplo, se ha indicado que la tercera causa de muerte en América latina y el Caribe se debe ala
presencia de Enfamoeba histolytica (protozoo) en aguas y alimenfos contaminados por heces de animales
de sangre caliente, especialmente humanos habitantes cercanos a las fuentes de agua de consumo o suelos
utilizados para produccion agricola. De esta manera, la E. histolytica es epidemiologicamente un agente bio-
logico indicador de brotes gastrointestinales recurrentes en esta region.

Por ofra parte, hoy en dia sabemos que los microorganismos son unicelulares y se ensamblan en comuni-
dades o consorcios microbianos llamadas colonias que incluso pueden formar especies de tejidos llamadas
"biofilms", los cuales son altamente variables, tanto en el fiempo como en el espacio.

En conclusion, los microorganismos exhiben una vasta biodiversidad y versatilidad metabolica, por lo que las
comunidades microbianas de los variados hdbitats naturales y artificiales son a menudo el punto de partida
para la busqueda de nuevos compuestos quimicos, genes, proteinas, microorganismos u otros productos de
intereés biotecnoldgico, actividad denominada bioprospeccion microbiana (Dionisi HM, 2012).




Se estima que aun resta por descubrir mas del 90% de la diversidad microbiana que existe en nuestro
planeta (Sanchez-Andreal |, 2018), por lo que el potencial biotecnologico de los microorganismos ambientales
se encuentra aun mayormente inexplorado.

Practica 1. Nutricién microbiana. Preparacion y
esterilizacion de materiales

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento

Desempeiio

Acepta las instrucciones del Diferencia entre materiales au- Realiza la esterilizacion de di-

docente en el tema de esterili-

zacion con el fin de evitar acci-
dentes de laboratorio o pérdida
de material

toclavables y no esterilizables
segun las diferentes tecnicas de
esterilizacion usadas en el labo-
ratorio de microbiologia

ferenfes materiales de vidrio y
de medios de culfivo como una
practica comun enlos laborato-
rios de microbiologia

Conocimientos previos

En microbiologia se requiere de procesos en donde no exista confaminacion cruzada en el momento de los
aislamientos de microorganismos procedentes de muestras ambientales. La razén es la necesidad de modelar
un ambiente propicio para los microorganismos ambientales sin competidores o comensales que afecten su
desarrollo en el material de laboratorio.

Desde Pasteur se ha venido esfableciendo diferentes técnicas de esterilizacion como base de la eliminacion
de microorganismos no blanco en las tareas analiticas. De alli, que se use desde el calor himedo, seco o el
uso de gases como el etileno para generar esterilidad en los materiales de laboratorio.

Sin embargo, los laboratorios son grandes contaminadores ambientales por el uso constante de instrumen-
tal de unico uso estéril. Es importante que desde el reconocimiento de las técnicas de esterilizacion se puedan
desarrollar mejoras al uso de material sin tener que cargar al medio ambiente con este tipo de residuos.

En general, los medios de culfivo usados en microbiologia son solidos o liquidos. En'si, la composicion de
estos medios puede ser definida en sus componentes, por lo cual son llamados medios sintéticos y en el caso
de aquellos cuyos componentes no son definidos se les conoce como medios complejos. Es importante resaltar
que NO todos los medios de cultivo son iguales y NO todos los microorganismos pueden crecer en fodos los
medios de cultivo. Mientras que cuando se habla de medio mineral o basal se trata especificamente de un
medio que solo confiene compuestos inorgdnicos con la adicién de una fuente de carbono orgdnica, dando
como resultado a un medio minimo. (Moreno et al., 2012).

En confraste, un medio rico es aquel que contiene todos tipos de requerimientos nutritivos (fuente de car-
bono, nitrégeno, fosforo, azufre, sales minerales y factores de crecimiento) que van a permitir el crecimiento
de la mayoria de los microorganismos heterdtrofos. Mientras que un medio general es aquel que permite el
desarrollo de una gran variedad de microorganismos de una martriz especifica, ya sea agua, suelo o alimentos.




Es de aclarar que aun con esas formulaciones no se puede indicar que existe un medio universal que sirva
para aislar a fodos los diferentes fipos de microorganismos que existen. A su vez, es importante indicar que
cuando se desea aislar una poblacion de un microorganismo especifico que se encuentra en una densidad
poblacional muy baja, respecto a los otros miembros de una comunidad o consorcio microbiano, se requiere
previamente del uso de un medio de pre-enriquecimiento liquido (Aquiahuatl, 2017).

Para el caso de un medio selectivo, corresponde a cualquier medio de culfivo que favorezca el crecimiento
de un tipo o genero microbiano; se muestra una inhibicion del crecimiento del resto de los miembros de una
poblacion microbiana presente en la matriz analizada.

Por ultimo, los medios diferenciales son aquellos medios cuya composicién permite evidenciar ciertas pro-
piedades metabolicas de los microorganismos. Asi, posibilitan su diferenciacion bioquimica respecto a ofros
microorganismos, por ejemplo, el uso de una fuente de carbono especifica como la lactosa (Aquiahuatl, 2017).

Conceptos

Los siguientes conceptos fueron elaborados a partir de Aquiahuat! (2017):

Agar: componente utilizado como gelificante para solidificar los medios de cultivo. ComUnmente se usa el
agar-agar, tambien llamado agar bacteriologico, un polisacdrido de algas marinas que presenta algunas
impurezas. Una porcion de este en una proporcion de 1% a 2% puede licuarse por encima de la femperatfura de
ebullicién del agua y se solidifica en un coloide aproximadamente por encima de los 35°C. A veces se emplea
el agar-agar como nutriente de algunos microorganismos marinos.

Agentes reductores del medio: adicionados a un medio microbioldgico para recrear condiciones ambientales
del nicho microbiano que permiten el desarrollo de poblaciones microaerdfilas o anaerobicas. Por ejemplo, el
tiosulfato como agente reductor de una atmosfera de oxigeno para crear un espacio libre de este gas, ideal
Ara MicroorganismMmos anaerobios.

Agentes selectivos: compuestos que permiten el crecimiento de un microorganismo blanco, mientras impiden
el crecimiento de otros que se encuentran acompariandolo en la muestra ambiental, por ejemplo, las sales
biliares, antibidticos, etc.

Asepsia: practicas realizadas para eliminar o inhibir el crecimiento de microorganismos de la superficie de un
objeto o drea. Para esto se utilizan sustancias asépticas como el alcohol al 70% que descontamina superficies
donde se manipulen materiales que se requieran inocuos (sin confaminacion microbiana).

Antisepsia: practicas en el lavado de manos y en su desinfeccion con el fin de inhibir o eliminar las formas
vegetativas microbianas presentes en la epidermis o mucosas. No se eliminan esporas. Para esto se usan
soluciones anfisepticas no corrosivas para los tejidos.

Autoclave: equipo de laboratorio de material que soporta altas presiones y femperaturas cuando se en-
cuenfra en cierre hermético. Utilizado para la esterilizacion por calor humedo de materiales inertes tanfo en
la superficie como en su constitucion.

Desinfeccion: proceso para destruir las células vegetativas microbianas por accion de una solucion desinfec-
tante que es excesivamente toxica para usarse directamente sobre tejidos vivos.

Esterilizacion: proceso para eliminar todas las células viables microbianas, esporas y virus presentes en una
superficie y en los poros del material, de un medio o sustancia quimica. Puede ser por calor humedo, calor
seco o vapor (como el dxido de etileno).




Esterilizacion por calor humedo: tipo de esterilizacion que destruye los microorganismos por coagulacion de
las proteinas celulares, tambien llamado desnaturalizacion, debido ala temperatura y humedad por encima
de su rango ¢ptimo. Tiene un alto poder de penetracion en el material o medio de cultivo.

Esterilizacion por calor seco: la esterilizacion se lleva a cabo a altas temperaturas sin presencia de alta hu-
medad gracias a la oxidacion de las proteinas componentes de las celulas microbianas. Tiene menor poder
de penetracion comparada con la esterilizacion por calor humedo.

Esterilizacion por 6xido de etileno: gas incoloro, inflamable y de olor dulce usado en canfidades peque-
fias como agente de esterilizacion de material Idbil y poroso porque dafia el ADN microbiano. Altamente
cancerigeno.

Extractos: sustancias quimicas extraidas con agua y calor a partir de érganos o tejidos de animales o plantas
como el extracto de carne, higado, de semillas vegetales, entre otras. Son usados en diferentes concentrados
para obtener finalmente una pasta o polvo deshidratado.

Indicadores de pH: sustancias inorganicas que viran de color frente a la acidez o alcalinidad producida en
una reccion quimica dada en un medio de cultivo microbiologico.

Peptonas: sustancias complejas obtenidas de compuestos orgdnicos nitrogenados mezclados con sales
minerales gracias a la digestion enzimdtica o por reaccion quimica de tejidos animales o de plantas ricos en
profeinas o aminodcidos (ejemplo, tejidos de soja, carne, compuestos de gelatina producto de la digestion
de cascos, ufias o la caseina de la leche animal).

Sistemas amortiguadores: compuestos sencillos de concentraciones salinas adicionados a un medio de culfivo
como equilibrantes del pH dentfro de un rango optimo para el crecimiento de un determinado microorganismo.

Materiales y recursos pedagégicos

Reactivos

Agar nutritivo. - Buffer de agua peptonada.

PDA. - Agua destilada.

Caldo nutritivo. - Solucion de KCI 3M para el pHmetro.
Equipos

Autoclave. - pHmetro.

Horno de calor seco. - Plancha de calentamiento.
Insumos

Papel Kraft.




Equipo de seguridad

Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

Hisopo esteril. - Cinta de enmascarar. - Cronometro.

Algodon. - Marcador de vidrio. - Libreta de apuntes.

Gasa. - Marcador de papel. - Boligrafo y ldpiz.
Procedimiento

1. Prestar atencion a las explicaciones del docente sobre la desinfeccion de dreas del laboratorio antes
y después del frabajo practico.

2. El docente dard la explicacion sobre la tecnica de esterilizacion por calor himedo que se usa en el
laboratorio segun las caracteristicas del material o medio de cultivo.

3. Preparar el material a esterilizar de acuerdo con las especificaciones del docente. Tener en cuenta
que no todo el material de vidrio o pldstico puede ser sometido a esterilizacion.

4. Marcar su material a esterilizar con nombre y fecha de esterilizacion.

5. A continuacion, el docente dard las normas de uso de la autoclave. Anotar el paso a paso de su uso y
asi no tfendrd problemas o accidentes.

6. Llevar a esterilizar sumaterial conforme a las especificaciones del docente.
7 Anotar los tiempos de esterilidad.

8.  Sacar el material esterilizado de la autoclave cuando se termine el ciclo de esterilizacion, de acuerdo
con lo planteado por su docente.

9 Llevar el material estéril a secar en el horno de secado segun las especificaciones de su docente.

10. Retirar el material del horno de secado y almacenarlo en un ambiente seco y oscuro.

Anadlisis de datos

1. Redlice la busqueda de un articulo donde se indique la formulacion de un medio de culfivo para el
aislamiento microbiano o produccion de agentes quimicos mediante el uso de microorganismos.




2. Luego redlice la identificacion de los macro y micronutrientes, factores de crecimiento, factores li-
mitantes de crecimiento, fuente de electrones, fuente de energia, fuente de C, N, P, H, O, elementos
trazas y vitaminas para el o los microorganismos objeto del estudio en el articulo. Puede ayudarse de
los recursos presentes en el aula virtual de la asignatura.

3. Posteriormente, reconozca las propiedades coligativas del medio vy las proporciones C: N: P: S que se
estarian usando en la formulacion de este medio.

4. Tambien indique qué método de esterilizacion se uso para el medio formulado. Finalmente, establezca
si el material esterilizado se encuentra acorde a lo requerido para el frabajo en laboratorio.

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion.

Coloque (si es preciso) en fablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitira describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus ofros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con
base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o comparieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliogrdfico a su discusion.

Cuestionario para el informe

1. Buscar en la bibliografia y responder: ¢en qué consiste cada técnica de esterilizacion? Dar ejemplos
del material esterilizado con cada técnica.

2. :Qué pruebas de esterilidad debe realizarse ol material esterilizado?
3. ¢Por qué no se recomienda esterilizar material junto a medios de cultivo?

4 Explicar como es la curva de esterilizacion versus el proceso de muerte de los microorganismos.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 2. Siembra y aislamiento de microorganismos

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Conocimiento

Desempeiio

Aprecia la diversidad macros-
copica de las comunidades mi-
crobianas, a partir de las tec-
nicas de cultivo y aislamiento
de microorganismos, a fraves
de muestras ambientales para
el estudio microscopico de los
cultivos microbianos

Identifica la diversidad macros-
copica de las comunidades mi-
crobianas a partir de las tecni-
cas de cultivo y aislamiento de
microorganismos, a través de
muestras ambientales para el
estudio microscopico de los cul-
tivos microbianos

Realiza las técnicas de culfivo
y aislamiento de microorga-
nismos a partir de muestras
ambientales para el estudio
microscopico de los cultivos mi-
crobianos

Conocimientos previos

Durante decadas de estudios en ecologia microbiana siempre se describio que los microbios macroscopica-
mente se podian observar, como colonias (agregacion de células bacterianas de una misma especie), micelio
de mohos filamentosos (conjunto de hifas y esporas fungicas) o macromicetos (setas), y la agregacion celular
sobre la materia organica (para el caso de los protistas). Sin embargo, en las dos Ultimas decadas del siglo XX
se comienza a observar que el 90% de los microorganismos son capaces de formar tejidos complejos llamados
biopeliculas o "biofilms" (en inglés); para las bacterias se ha indicado que el 99% de estas en los ecosistemas
viven en forma de biopeliculas y tan solo el 1% en forma sésil o colonial. De esta manera los microorganismos
pueden dispersarse y sobrevivir sobre superficies inertes o vivas.

En la formacion de estas biopeliculas participan fuerzas fisicas, quimicas y variados mecanismos molecu-
lares impulsados por el encendido y/o apagado de genes segun sea la superficie para colonizar.

Algunos microbios unicamente sobreviven en comunidad debido a la presencia de metabolitos microbianos
(productos orgdinicos e inorgdnicos producidos por diferentes bacterias en un mismo habitat). A estos microbios
se les denomina “microorganismos no cultivables” y son rastreados en campo o en un hdbitat determinado
gracias al uso de técnicas moleculares.

Conceptos

Biopelicula: agregacion microbiana que ocurre sobre una superficie donde se encuentre una cantidad acep-
table de nutrientes para el desarrollo de un microorganismo. Esta formacion ocurre gracias a procesos fisiolo-
gicos como el Quorum sensing y la Quimiotaxis. Los géneros microbianos que conforman estas agregaciones
desarrollan morfologias diversas y sobreviven gracias a interacciones entre estas.

Colonia: morfologia macroscépica de bacterias o levaduras. Este tipo de agregacion se caracteriza por crecer
sobre una superficie con nufrientes, pero a diferencia de las biopeliculas solo se encuentra un tipo de género
y especie. Ademdas, pueden ser planas, cremosas, secas, con relieve o diminutas.




Materiales y recursos pedagoégicos

Materiales

Erlenmeyer con agua destilada.
7 cajas de Petri esteériles.

1 Erlenmeyer de 100mL con agar nutritivo
caliente y liquido (no solidificado).

6 tubos tapa rosca esteriles.
Probeta de 100mL esteril.

2 vasos de precipitado.

2 pipetas Pasteur.

4 vasos de plastico.

Reactivos

Erlenmeyer con agar nufritivo.
Erlenmeyer con PDA.

20mL de Caldo nutritivo.

Inéculo: masa microbiana utilizada para sembrar el medio de culfivo. Para evitar confaminaciones alahora de
inocular el medio de cultivo, habitualmente se frabaja al lado de la llama del mechero (Garcia-Valdés, 2010).

Micelio: reunion de varias hifas de hongos que generan un enframado radial sobre una superficie. A diferencia
de los actinomicetos, los hongos tienen micelios algodonosos y de diversos colores segun la materia orgdnica
sobre la que crecen. En cambio, los actinomicetos forman micelios planos hidratados y pertenecen al reino
eubacteria.

2 pipetas esteériles.

1 Erlenmeyer con tapon.

99mL de agua peptonada esteril.
Mechero de alcohol.

Gradillas.

Suelo de lago o de humedal.
Agua de lago o humedal.

Muestras biologicas.

Agua destilada.
Alcohol industrial.

Agua destilada.

Equipos
Agitador magnético. - Incubadora. pHmMetro.
Autfoclave. - Plancha de calentamiento.

Insumos

Equipo de seguridad:
Bata de laboratorio blanca. Gafas de proteccion. Kit de bioseguridad.

Guantes quirurgicos des-
echables.

Tapabocas quirdrgicos.




Material por parte del estudiante

Asa bacteriologica. - Mondadientes esteril.

Asa recta. - Lapiz y boligrafo.

Portaobjetos o ldminas. - Cuaderno o libreta de apuntes.
Cubreobjetos o laminillas. - Marcador de vidrio.

Algodon estéril.

Procedimiento

S.
6.

Marcar las cajas y fubos con el medio de cultivo, tal como lo indica el docente.
Realizar las diferentes técnicas de aislamiento conforme a las directrices del docente.

Enfre las técnicas a realizar en medios solidos estd el aislamiento por estrias, cultivo masivo, siembra
en profundidad, en s&ndwich y en superficie. El docente dard la explicacion practica de cada una de
estas tecnicas.

Hacer una siembra por picadura central y estrias en superficie del agar en el tubo con medio solido
inclinado.

Inocular los tubos con caldo nutritivo.

Realizar un montaje para el aislamiento de hongos en céimara humeda.

Siga atento las instrucciones del docente.

7.

Llevar aincubacion de acuerdo con la temperatura optima de los microorganismos que ha aislado
por diferentes técnicas y segun su nutricion. Después del tiempo de incubacion se obtienen resultados
como los evidenciados en la figura 1 para la técnica de aislamiento por agotamiento (estria) y superficie.

Para las siembras por picadura observar las caracteristicas de las colonias aisladas y anexarlas al
informe (entregable).

Para el caso de la técnica de siembra en profundidad, realizar el conteo de las unidades formadoras
de colonia (UFC) como se indica a confinuacion.

Realizar un microcultivo para hongos con el mondadientes y el algodon. Seguir las instrucciones de la
o el docente.

Recuento de las colonias (Baird et al., 2017)

2.

Caleular las UFC obtenidas al contar las cajas de Petri que contengan entre 30 y 300 colonias aisladas
para heterdtrofos, ya que por encima de 300 el nimero es demasiado elevado para hacer un recuento
fiable y por debajo de 30 no tiene valor estadistico. Para el caso de hongos (mohos y levaduras) contar
las cajas con colonias entre diez y 100 UFC.

Emitir el resultado siguiendo la ecuacion 1 para la estimacion estadistica.



Ic

N = N
VI(n+0.1*n,)*d]

En donde:
V es el valor del inoculo aplicado a cada caja de Petri (mL o UFC)

I ¢ es la sumatoria de las colonias contadas en todas las cajas de Petri inoculadas que contienen dos dilu-
ciones sucesivas

n, es el nimero de cajas refenidas en la primera dilucion
n, es el numero de cajas retenidas en la segunda dilucion

d es el factor de dilucion de la primera dilucion retenida

Figura I Método de aislamiento por estria

Nota. Tomado de Universidad de Granada (s.f).

3. Con el microcultivo de hongos realizar una descripcion del micelio macroscopico y registrar fotografias
de este. También puede ir ala guia de morfologia microbiana y realizar una coloracion para observar
las celulas vegetativas y reproductivas del hongo bajo el microscopio.

Analisis de datos

1. Enelcuadro de la guia de laboratorio "Morfologia y fisiologia microbiana” reporte la forma, agrupacion,
color y famario relativo de las colonias obtenidas por las diferentes técnicas de aislamiento.

2. Acompafie sus resulfados en ese cuadro con los esquemas sobre la morfologia macroscopica de esas
colonias, tal como se ensefia en la guia de morfologia de este manual.

3. Describa la aplicacion de cada una de las técnicas de siembra y aislamiento utilizadas en esta practica
de laboratorio para el caso de matrices como agua y suelo.




Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus ofros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con

base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o compafieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.

Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 3. Formacion de biopeliculas

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Conocimiento

Desempeiio

Manipula el proceso de forma-
cion de biopeliculas a partir de
diferentes materiales para esta-
blecer estrategias de limpieza o
uso de estas en ingenieria am-
biental y sanitaria

Describe el proceso de forma-
cion de una biopelicula asociada
al bioensuciamiento de diferen-
tes superficies y como se realiza
su limpieza en estructuras civiles,
entre ofros procesos ingenieriles

Forma una biopelicula usando
diferentes componentes am-
bientales para entender como
se genera el bioensuciamiento
en diferentes superficies y su
limpieza

Conocimientos previos

Los microorganismos son importantes en el ambiente debido a su relacion con la ecologia porque son modi-
ficadores de los diferentes hdbitats donde se encuentran y con ello la sucesion bioldgica que se puede dar a
partir de esta modificacion. Cuando se habla de microorganismos se hace referencia a fodos los organismos
vivos con caracteristicas microscopicas ubicadas en un hdbitat. En cambio, los microbios incluyen tanto a esos
microorganismos vivos como a las particulas acelulares no vivas microscopicas (virus, viroides y priones).

Tambien se debe distinguir que esas comunidades microbianas presentes en un hdbitat constituyen lo que
se llama el microcosmo. Este se compone de microbioma (referido al genoma y/o proteoma microbiano que
incluye esas particulas acelulares no vivas) y microbiota (que es la organizacion de comunidades celulares
microbianas como las bacterias, hongos y protistas).

Como los microbios son fan pequefios, y solo observables al microscopio, alcanzan tamafios de hasta diez
micras de diametro (una micra equivale a una milésima parte de un milimetro). Por ejemplo, las bacterias
tienen tamarios de 0.2 a diez micras (um) y los virus alcanzan tamafios de 0.05 a dos um, ambos son mucho
mads pequefios que una celula vegetal.

Sin embargo, existen comunidades microbianas de gran famario que podemos observarlas a simple vista.
Ahora bien, en su inferior se encuentran conformadas por células microscopicas encargadas de la reproduc-
cion y proceso metabdlico de sobrevivencia. Un ejemplo de estas comunidades son las biopeliculas o "biofilms",
las setas, macrocolonias de mixobacterias y micelios de hongos filamentosos, entre ofros.

Las biopeliculas o "biofilms" enlas ultimas tres décadas han sido ampliamente estudiados en el drea clinica,
alimentos y ambiental. Se ha determinado que esta formacion de un tejido especializado no es exclusividad
de las comunidades bacterianas; a su vez, son generados por hongos y protistas, o una combinacion de po-
blaciones microbianas (bacterias, hongos y protistas), que buscan la sobrevivencia en un habitat y cambian
su nicho ecologico con ese fin, traducido en adaptacion evolutiva. En la figura 1 se observa la formacion de
biopeliculas en diferentes habitats y sus nichos ecologicos.




Figura 1 Formacion de una biopelicula o biofilm

Nota. A. Biopelicula formada en ambientes
acudticos de diversas poblaciones microbianas
(profistas, bacterias y hongos). B. Biopelicula
formada por hongos y levaduras en humanos con
enfermedades nosocomiales. C. Formacion de
biopeliculas bacterianas en suelo y plantas. D. Uso
de las biopeliculas en la biorremediacion. Tomado
de Ibarfiez (2018), Castrillon y colaboradores
(2013), Pure Watter (sf) y Pavone (2022).
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Conceptos

Arqueas: conocidas como archaeas o arqueobacterias, se agrupan celularmente en el dominio Prokarya.
Bacterias: o eubacterias, llamadas bacterias verdaderas, tambiéen hacen parte del dominio Prokarya.

Biopelicula: estructura biologica propia de los microorganismos que se asemeja a un tejido multicelular en
donde crecen agregados, perdiendo parte de su morfologia comun, y rodeados por una matriz extracelular
producida por estos para protegerse, sobrevivir a agentes abrasivos o quimicos y nutrirse.

Eucariontes: (Eukarya) es el dominio de la naturaleza en donde predominan las células eucariotas. A nivel
microscopico estdn las células de los reinos profista (protozoos y microalgas), Fungi (hongos y levaduras).
Ademds, en este dominio se reunen los animales y las plantas.

Materiales y recursos pedagoégicos

Materiales

Pinzas de diseccion. - 1 probeta graduada de 100mL.

1 caja de Petri. - 10 portaobjetos.




2 microscopios opticos. - 2 pipetas Pasteur.

2 vasos de precipitados de 100mL. - 100g de suelo fresco.

2 pipetas de 10mL. - 200mL de agua de lago.
1 propipeta. - 4 vasos de plastico.

1 piseta con agua destilada.

Reactivos
Colorantes de Gram. - KHPO,.
Acido acético al 40%. - Detergente "biodegradable”
Aceite de inmersion. - Colorante rosa de bengala fenolico.
Almidon. - Agua destilada.
KNO,

Equipos Insumos

Balanza analitica. Parafina (Parafilm).

Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirurgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

4 pelicula plastica.

4 laminas delgadas de 10 x 15cm previamente corroidas.
Libreta de apuntes.

Marcador de vidrio.

Ldpiz y boligrafo.
Procedimiento

Cada equipo de frabajo tomard uno de los disefios experimentales que se muestran en la siguiente tabla,
elaborada a partir de Aquiahuatl (2017).




Tabla 1 Sistemas de ensayos para generar biopeliculas.

SISTEMAS DE ENSAYO

Muestra Suelo Agua
Tratamiento Blanco A B Blanco D E
Clucosa o Almidon - - 05g - - 05¢
KNO3 o K2HPO4 - 059 - 059 -

Nota. Elaboracion propia a partir de Aquiahuat! (2017).

Luego:

1. Pesary medirla cantidad de suelo humedo o agua de lago suficiente para llenar 3/4 partes de volumen
de un vaso de plastico.

2. Entferrar dos portaobjetos o dos l&dminas delgadas corroidas o las peliculas plasticas cubiertas por
parafina en forma vertical en cada frasco de suelo y colocar ofros dos portaobjetos en los vasos con
agua (este serd el control). Cuidar que no se junten los portaobjetos y después cubrir los frascos con
una pelicula de Parafilm.

3. Colocar los frascos efiquetados en incubadora con iluminacion a 30°C.
4. Después de siete dias de incubacion se sacardn los portaobjetos, las laminas y las peliculas plasticas.

5. ¢Como sacarlos? Empujar ligeramente las laminas, los portaobjetos y las peliculas plasticas hacia el
lado contrario que no serd examinado (paso 1). Después sacarlo (paso 2) hacia arribal (figura 2) y limpiar
el lado que no serd examinado con una toalla desechable.

Figura 2 Unidad experimental

lado a
Nota. Tomado de Aquiahuat! Ramos (2017). examinar




Técnica de fijacion y tincion de las biopeliculas
obtenidas en los portaobjetos

Despues del tiempo de incubacion, se debe:

1.

Sacudir uno de los portaobjetos del suelo de la unidad experimental, con ligeros golpes en la mesa
para eliminar particulas gruesas.

Lavar ligeramente con agua destilada y dejar secar a temperatura ambiente.
Sacar uno de los portaobjetos del sistema acudtico y dejar secar.

Fijar la preparacion sumergiendo los portaobjetos en una solucion de dcido acético al 40% durante dos
o tres minutos (deberd hacerse en la campana de extraccion).

Sacar los portaobjetos de la solucion, lavarlos con agua destilada y dejarlos secar al aire.

Cubrir la superficie de los portaobjetos con rosa de bengala fendlico durante cinco o siete minutos
(evitar que el colorante se seque, si es necesario agregar ofra gota de colorante).

Lavar nuevamente con agua destilada y dejarlos secar al aire.

Examinar las preparaciones al microscopio con el objetivo 100X, utilizando aceite de inmersion
(Aquiahuatl, 2017).

Para una mejor guia observar la figura 3.

Figura 3 Técnica de fijacion y tincion de
biopeliculas

Nota. Tomado de Aquiahuat! (2017).

Analisis de datos

1.

Observe la apariencia morfolodgica de la biopelicula formaday fefiirla, luego, describala en el siguiente
cuadro feniendo como referencia la densidad y apariencia.



Biopelicula sistema de ensayo suelo

Biopelicula sistema de ensayo agua

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia:
Tamafio: Tamano:

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia:
Tamarfio: Tamafo:

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia:
Tamano: Tamano:




2. Andlice sus resultados de formacion y observacion de las biopeliculas en funcién de los fratamientos
probados.

3. Compare las observaciones obtenidas entre los fratfamientos y el control de cada uno.

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en fablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitira describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus otros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con

base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o comparieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliogrdfico a su discusion.

Cuestionario para el informe

1. (Qué ventfajas tienen los microorganismos cuando crecen formando fejidos especializados como las

biopeliculas?
2. Explique las interacciones microbianas intra e inter especie que se presentan en una biopelicula.
3. ¢Enqué consiste el bioensuciamiento de infraestructuras civiles?
4. ;Por que el bioensuciamiento de esas infraestructuras se constituyen en un problema ambiental?
5. ¢Que tipos de técnicas de limpieza del bioensuciamiento existen?
Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 4. Morfologia y fisiologia microbiana. Técnicas de fijacion,
coloracion y montaje en fresco

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Conocimiento

Caracteriza la morfologia de los
microorganismos a fraves de las
técnicas de fincion y montaje en
fresco de cultivos microbianos,
obtenidos de medios solidos y li-
quidos previamente elaborados
en laboratorio

Identificala diversidad morfolo-
gica, mofilidad y de tamafio de
los microorganismos a fraves de
fécnicas de fincion y montaje en
fresco de cultivos microbianos,
obtenidos de medios solidos y li-
quidos previamente elaborados

Desempeiio

Prepara adecuadamente las
tinciones y montaje en fresco
para el estudio microscopico de
los cultivos microbianos, obteni-
dos de medios solidos v liquidos
previamente elaborados en la-
boratforio

en laboratorio

Conocimientos previos

El primer paso de cualquier identificacion microbiana es seleccionar el tipo de colorante a usar junfo a la
técnica de tincion. Los tipos de colorantes empleados en las tinciones se pueden clasificar de acuerdo con su
origen o0 a su comportamiento quimico.

Por su origen estos pueden ser colorantes naturales y artificiales. Para el caso de las bacterias se ufiliza la
técnica de tincion diferencial segun Gram. Su principio es el siguiente: el cristal violeta tifie fodas las células de
color violeta por su union a los aminodcidos del peptidoglucano de la pared celular de estas celulas. El Lugol o
yodo (un mordiente) forma un complejo insoluble de yodo-cristal violeta-pared celular; mientras que el etanol
decolora totalmente las bacterias con pared celular delgada; sin embargo, las bacterias con pared celular
gruesa no las alcanza a decolorar. Por ultimo, se usa la safranina (Fucsina), un colorante de confraste notable-
mente diferencial al azul violeta del cristal violeta que tifie de fucsia o rosado las bacterias decoloradas por el
alcohol acetona (Garcia-Valdéz et al., 2010). Las bacterias que mantienen el complejo cristal violeta-Lugol se
observan violetas al microscopio y se denominan Gram-positivas, y las bacterias coloreadas con la safranina
se llaman Gram-negativas.

La tincion debe hacerse con un cultivo fresco para no obtener falsos positivos. Otra tincion es la que permite
ver las esporas, como la obtenida por el uso del verde de malaquita que, en caliente, puede tefiir la espora y
el colorante no muestra afinidad por la célula vegetativa por lo cual es selectivo.

También las estructuras como las cdpsulas microbianas se pueden observar con finta china. Esta permite
que la cdpsula se observe como una zona transparente entre el medio circundante oscuro y la célula gris.
Para verlo bien se debe aumentar el confraste cerrando el diafragma del condensador.

Paralos hongos, se utiliza azul de lactofenol o azul de metileno. Su uso permite ver viabilidad y morfologia
celular.

Mientras que los profistas se observan en montajes en fresco, permitiendo determinar su morfologia y
movimiento (fisiologia).




Conceptos

Conceptos elaborados a partir de Gonzdlez et al. (2020):

Colorantes acidos: también llamados anidnicos. Poseen grupos cargados negativamente como carboxilos
(-COOH) e hidroxilos.

Colorantes artificiales: productos de derivados quimicos, obtenidos en su mayor parte de alquitrdn de hulla.
Son colorantes de anilina y se distinguen los colorantes que conocemos comunmente; los acidos y bdsicos,
que pueden estar formando sales; asi como los neutros.

Colorantes basicos: también llamados cationicos, son aquellos donde la carga del cromadforo es positiva.

Colorantes naturales: exfraidos de animales, pero sobre todo de las plantas. Por ejemplo, la hematoxilina
extraida del fronco de una planta que por oxidacion origina a hematina o el carmin, sustraido de un animal:
la cochinilla.

Colorantes neutros: colorante neutro. Sal compuesta de un colorante dcido y uno bdsico, por ejemplo, el
eosinato azul de metileno que en general posee las propiedades de colorantes dcidos y bdsicos.

Colorantes indiferentes: colorantes insolubles en agua y solubles en alcohol donde no predomina nila carga
positiva ni la negativa, pero tampoco fiene un cardcter neutro. En este grupo de colorantes se encuentran los
colorantes de los lipidos, como tal Sudan I, Negro Sudan, entre ofros.

Mordiente: reactivo intensificador de fincion para aumentar su infensidad o fefiirla por completo. Pueden
tener una fuerte afinidad por el sustrato como por el colorante y, por lo tanto, puede anclar un colorante a
una sustancia. Pueden clasificarse como basicos y dcidos.

Técnica de tincion: tefiir supone una reaccion de infercambio de iones del colorante a lugares activos de la
superficie o inferior de las estructuras de la célula. Esto permitird contrastar mucho mds el microorganismo
con respecto al medio que le rodea. Las tinciones pueden ser: simples, diferenciales o selectivas.

Materiales y recursos pedagoégicos

Materiales
Frlenmeyer con agua destilada. + Vaso de precipitados de 100mL.
Gotero. -~ Mechero de alcohol.
Mechero de alcohol - Agua de charco o estancada con material

) ) organico.
2 cajas de Petri con 25mL de PDA.

Tubos de cultivo inclinados con 7mL de PDA.
2 matraces Erlenmeyer de 250mL.

Probeta de 100mL.




Reactivos

Azul de metileno alcalino.
Alcohol etilico al 70%.
Fenol al 2%.

Aceite de inmersion.

Colorantes de Gram (cristal violeta, Lugol,

alcohol acetona y fucsina).
Equipos
Microscopio.

Insumos

Cultivos de bacterias con 24 h de creci-
miento.

Equipo de seguridad

Bata de laboratorio blanca.
Guantes quirurgicos desechables.
Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

Asa redonda o bacteriologica.
Asa recta para hongos.

Asa para diseccion de hongos.
Portaobjetos o laminas.

Cubre objefos o laminillas.

Procedimiento

Tinta china.

Azul de lactofenol.
Verde de malaquita.
Agua destilada estéril,
Alcohol industrial.

Estereoscopio.

Cultivos de hongos con maximo tres a cua-
fro dias de crecimiento.

Tapabocas quirdrgicos.
Kit de bioseguridad.

Hisopos estériles.

Cinta adhesiva.

Libreta de apuntes.

Ldpiz, boligrafo y marcador de vidrio.
Agua de charca con sedimentos.

Observacion microscépica de la morfologia microbiana

Posteriormente al aislamiento microbiano se observa la morfologia microscopica de las células microbianas
de las colonias aisladas (ver guia de aislamiento microbiano) a traves de diferentes técnicas de fincion como

las descritas a continuacion:




Frotis y tincién para bacterias (Garcia-Valdés et al.. 2010).

1.

Tomar la caja de Petriy el fubo de ensayo con el cultivo respectivo dado por su docente.

Nota 1. En estos dos materiales posiblemente encontfrard cultivos microbianos de bacterias del genero Esche-
richia, Streptococcus, Staphylococcus, Klebsiella sp. y Pseudomona.

2.

3
4
5
6.
7
8

Marcar su material con las especificaciones dadas por el docente.

Realizar el frotis como lo indica el docente para la observacion de bacterias.

Hacer la fijacion por calor o por el meétodo quimico seguin lo explicado por el docente.

Dejar la lamina con el frotis fijado al aire un tiempo.

Atender a la explicacion del docente sobre las tinciones diferenciales como Gram y de cdpsula.
Realizar estas finciones como lo indico el docente.

Observar al microscopio.

Tincién o coloracion para hongos (Garcia-Valdés et al., 2010).

1.

2.

Tomar las cajas de Petri con los culfivos de mohos filamentosos v la levadura de pan

Realizar los pasos como lo indica el docente usando azul de lactofenol para la coloracion de las es-
tructuras de los hongos.

Observar al microscopio.

Tincién de esporas (Garcia-Valdés et al., 2010).

® N o o b

Hacer un frotis de un cultivo en fase estacionaria.
Fijar por calor.

Cubrir con verde de malaquita y calentar cinco minutos, de forma que sobre la llama el colorante
haga humo.

La muestra no debe hervir ni secarse.
Lavar con agua.

Tefir un minufo con safranina.

Lavar con agua.

Secar y observar al microscopio.

Tincién negativa (Garcia-Valdés et al.. 2010).

1.

2.
3.

Poner una gota de cultivo sobre el portaobjetos.
Anadir una gota de finfa china (muy poca) y mezclar bien.

Tapar con el cubreobjetos y observar al microscopio.




Observacion de la fisiologia microbiana

La motilidad y fisiologia de los microorganismos puede observarse gracias a los monfajes no hisfoquimicos o
donde se usen finciones, como es el montaje en fresco.

Montaje en fresco.

1. Tomar una gota del agua de charca o estancada. Procurar que sea de la parte del material organico.
2. Redlizar el montaje en fresco como lo indica el docente.
3. Observar al microscopio.

Nota 2. Realizar los mismos montajes y finciones con el cultivo proveniente de su proyecto de aula (si es el caso).

Observacion de la morfologia de las colonias aisladas

Para observar las diferentes morfologias coloniales se partird de las cajas de Petri obtenidas en la practica de
aislamiento microbiana (Garcia-Valdés et al., 2010).

1. Observar al estereoscopio las caracteristicas de las colonias.
2. Describir la morfologia macro comparando lo observado con la figura 1.

Nota 3. Varios aufores como Gonzalez et al, 2020, por mencionar algunos, indican que se debe tener en
cuenta que cada bacteria origina la misma morfologia colonial en las mismas condiciones de culfivo. Existen
diversos criterios para definir la morfologia colonial, aunque son arbifrarios y no tienen valor sistemdtico. Por
el tamafio se pueden diferenciar entre colonias pequefias (<lmm), medianas (1-2mm) o grandes (=2mm).
También es posible la forma colonial (circular, irregular, etc), de su contorno (enfero, ondulado, efc), de su
color, de su viscosidad o de cualquier caracteristica morfoldgica que creamos que nos permite distinguir una
colonia de otra (Garcia-Valdeés et al., 2010).
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Andalisis de datos

1. Registre sus observaciones respecto ala morfologia y tamafio de cada microorganismo observado
al microscopio. Para ello puede usar el siguiente cuadro.

Bacteria Hongo Protista

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia: Morfologiar:
Tamanfio: Tamano: Tamano:

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia: Morfologia:
Tamano: Tamano: Tamano:




Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Dibujo o fotografia

Nombre: Nombre: Nombre:
Morfologia: Morfologia: Morfologia:
Tamano: Tamano: Tamano:

2. Compare sus observaciones con las dadas por sus comparieros de clase vy las reportadas en la lite-
raftura.

3. ¢Por qué no se realiza frotis quimico o al calor para la observacion de hongos o profistas?

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus otros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con

base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o compafieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 5. Métodos de cuantificacion: ecologia microbiana cuantitativa

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempefio

Valora la relacion existente entre
los indicadores microbianos y la _ L _ Realiza el recuento de células
o Determina los indicadores mi- _ _ B
confaminacion presente en una ) o viables y la determinacion de
. crobianos de contaminacioén o o
matriz de agua para la deter- , . indicadores de confaminacion
o _ fecal y de materia orgdnica en , )
minacion de la calidad de esta, , _ fecal en diferentes matrices de
) ) ) _ diferentes matrices de agua
segun estandares internaciona- agua

les y nacionales

Conocimientos previos

Al igual que otro organismo vivo, los microorganismos se nufren y crecen. Es mas, se adaptan a su habitat
segun la biodisponibilidad (facil disponibilidad) de nutrientes o de factores de crecimiento que usardn como
fuente de carbono, energia y electrones para desarrollarse y mulfiplicarse.

En ecologia microbiana es importante cuantificar qué tanto nutriente consume un microorganismo versus
su crecimiento, a lo cual se ha denominado ecologia microbiana cuantitativa. En esta se usan diversas técnicas
que han facilitado la determinacion de las comunidades microbianas en diferentes matrices ambientales
como son agua, suelo y aire.

Los meétodos o técnicas de cuantificacion microbiana (usados en ecologia microbiana) pueden ir desde los
mds econdmicos hasta los mas costosos; tambien ser directos o indirectos, clasificados para microorganismos
cultivables en laboratorio y no culfivables, pero con sondeo en campo.

Aun, asf las tecnicas o metodos de deteccion de microorganismos no permiten del fodo la determinacion
de fodas las comunidades microbianas en su habitat. Para ello, se utilizan técnicas moleculares como las
sondas de ADN, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), RT-PCR, bioluminiscencia, microscopia confocal,
microscopia de fluorescencia o microscopia electronica, entre ofras técnicas.

Sin embargo, aplicar estas técnicas implica fener profesionales con experiencia en los equipos de frabajo
de restauracion y conservacion de ecosistemas. Por tanto, en ecologia microbiana para la cuantificacion de
comunidades y poblaciones microbianas se siguen usando técnicas analiticas tradicionales como el recuento
en placa, de hongos y levaduras; asi como filtracion por membrana y nimero mds probable (NMP) para la
cuantificacion y deteccion de microorganismos. Estas se utilizan en los andlisis sanitarios para bioindicadores de
contaminacion en suelos, agua y aire. Todas estan basadas en la nutricion, fisiologia y crecimiento microbiano.

Conceptos

Colifagos: virus que infectan y se replican en Escherichia coli del fracto gastrointestinal de organismos de san-
gre caliente. Los colifagos somaticos incluyen una gran variedad de fagos que pertenecen a las familias Myovi-




ridae, Siphoviridae, Podoviridae, Microviridae (Standard Methods, 2017). Estos se constifuyen en bioindicadores
de confaminacion de aguas superficiales con aguas negras, representando un alfo riesgo de fransmision de
enfermedades.

Coliformes fecales: pertenecen a los coliformes totales, asociados al microcosmos intestinal fermentadores
de lactosa a 44°C. Son indicadores de contaminacion fecal en aguas y alimentos.

Coliformes totales: Bacterias Gram negativas, no esporoformadoras, oxidasa negativa, con capacidad de
crecimiento aerobico y facultativamente anaerdbico en presencia de sales biliares, que a temperatura espe-
cificada de 350C +/- 20C causan fermentacion de lactosa con produccion de gas. Poseen la enzima B-ga-
lactosidasa (Navarro, 2007).

Coliformes termotolerantes: hacen parte de los coliformes totales (subgrupo), capaces de fermentar la
lactosa a 45°C por 24 horas. A este subgrupo pertenecen las diferentes especies de E. coli (enteropatogeénico,
enterohemorrdgicas, enteroinvasivas y productoras de verotoxina), Enferobacter sp, Klebsiella sp y se encuen-
tran en heces de animales de sangre caliente.

Escherichia coli (E. coli): Bacilo Gram negativo, capaz de desarrollarse en presencia de sales biliares u otros
agentes (fensoactivos) que tengan propiedades similares e inhibitorias del crecimiento y que son capaces de
fermentar lalactosa a temperaturas de 35°C +/- 2°C, con produccion de dceido, gas y aldehido en un lapso de
18 0 48 horas. Oxidasa negativa, no espordgena y reduce el nifrato a nitrito. También es capaz de producir indol
a partir de triptéfano a una femperatura de 44°C +/- 05°C en un fiempo de 21+/- 3 horas. Poseen la enzima
B-glucoronidasa, detectada por medios cromogenos o fluorogenos (Navarro, 2007).

Filtracién por membrana: basada en la retencion de ceélulas microbianas de un volumen conocido de agua en
un filtro estéril de 0,45um de tamarfio de poro y 47mm de didmetro, aplicando vacio. Luego se retira este filtro
de la unidad de filtracion y se coloca sobre un medio de cultivo diferencial, observando la deteccion simulta-
nea de poblaciones objeto del estudio como podrian ser coliformes fotales, coliformes fecales, Streptococcus
faecalis o E. Coli (Lopez Sudrez, 2015).

Numero mas probable (NMP): tambien llamado "tubos multiples”, entrega un valor probabilistico de la can-
tidad de bacterias en 100mL de muestra de agua. Si bien este método entrega un valor aproximado sobre
la cantidad de bacterias presentes en una muestra, corresponde a la técnica usualmente empleada para
la deteccion de coliformes totales, fermotolerantes y fecales en muestras de agua (Gesche y Vallejos, 2003).

Recuento en placa: método tradicional en microbiologia que ayuda a determinar por conteo de colonias el
numero de celulas viables microbianas presentes en una muestra. Parte de técnicas de siembra como en
profundidad, capa doble o saindwich o superficie. Usado en la deferminacion de hongos, levaduras, heterotrofos
y colifagos segun "Standard Methods'".

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales

Cajas de Petri estériles.
Pipetas de 1 a SmL estériles.

Tubos con 9mL de solucion salina isotonica (SSI = 0.89% NaCl) o agua peptonadal.




Matraz de 125mL con 99mL de SSI o agua peptonada.

Probeta de 100mL.

Tubos tapa rosca de 16x13mm con campanas de Durham.

9mL de Caldo Bilis Verde Brillante a concentracion sencilla previamente estériles.
Tubos tapa rosca de 16x20mm con campanas de Durham.

9mL de Caldo Bilis Verde Brillante a doble concentracion previamente esteériles.
Espdtula bacteriologica.

Mechero de alcohol.

Cradillas.

Pipeteador.

Reactivos

Agar nufritivo previamente autoclavado. - Bilis Verde Brillante a doble concentracion.
Agar Sabouraud. - Alcohol industrial.

Caldo Bilis Verde Brillante a concentracion - Solucion de KCI 3 M para el pHmetro.
sencilla.

Equipos

Incubadora. - Balanza anadlitica. - pHmMetro.

Autoclave. - Balanza de brazo.

Insumos
Papel Kraft.
Equipo de seguridad

Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

Asa bacteriologica. - Algodon.

Gasa. - Cinta de enmascarar.




Libreta de apuntes. - Aguade lago.
Boligrafo, Idpiz y marcador de vidrio. - Agua de humedal.

Muestras de agua residual.

Procedimiento

1. Tomar las muestras de agua superficial, negra o gris de acuerdo con lo planteado por su docente.
2. Mantener la muestra en refrigeracion no mayor a un tiempo de 24 horas.

3. Andalizar la muestra como se indica a continuacion.

Recuento en placa

1. Tomar 10mL de la muestra y adicionarla en 20mL de SSI o agua peptonada.
Agitar.

Realizar diluciones seriadas a partir de esta muestra diluida (107) como se muestra en la figura 1.

W N

Hacer la técnica de recuento en profundidad (figura 1) tanto para el conteo de heterdtrofos como de
hongos (mohos y levaduras).

Numero mds probables para coliformes totales y fecales

1. Tomar la muestra previamente diluida y las
diluciones usadas en la determinacion de
heterotrofos y hongos.

2. Redlizar la siembra por triplicado de ImL
de cada dilucion en caldo Brilla, como se B akisatern redsis
muestra en la figura 2.
LLE ]

3-mil
‘ o 551 0 Agua
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Figura 2 Técnica de NMP para la determinacion de coliforme Totales y fecales

Homogenizar la muestra
con 890.0 mL de solucion diluyente

[

Realizar 2 diluciones decimales mas en
tubos con 9.0 mL de solucidn diluyentsa
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sancilla (1X) + 1.0 mL de muesira

- . —--— .-
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il |
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Tubos con 10.0 mL de Leciura de lubos positivos en
tablas, NMP de coliformes

fecales | muestra.

Nota. Elaboracion propia a partir de Lino (2022).

3. Incubar ala temperatura y tiempos de acuerdo con las instrucciones de su docente, tanto las cajas

de Petri sembradas como los tubos inoculados.

4. Leer después de finalizados los tiempos de inoculacion.
Nota. Para hallar el NMP debe recurrirse a la tabla de NMP del "Standard Methods". El nimero de unidades
formadoras de colonias se obtiene con la formula dada en la guia de siembra y aislamiento de microorga-

nismos de este manual.

Analisis de datos

1. Calcule el NMP/100mL y UFC/100mL de muestra.

2. Compare sus resulfados con la normatividad vigente de acuerdo con la matriz de agua.

3. Redlice un paralelo de sus resultados con los de sus comparieros.



Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Cologue (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos y com-
pararlos. Puede incluir los resultados de sus ofros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con base

en sus resultados y alos obtenidos por otros aufores o comparieros de clase. Siempre debe darle un sustento
bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.

Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 6. Cinética del crecimiento microbiano

Resultados de aprendizaje

Actitudinal

Estima como influyen los reque-
rimientos nutricionales y condi-
ciones optimas de crecimiento
(factores fisico-quimicos) en el
crecimiento y cuantificacion de
la biomasa producida en reac-
tores biologicos durante la bio-
degradacion o biofransforma-

Conocimiento Desempeiio

Calcula la cinética de creci-
miento de un microorganismo
gracias a la cuantificacion de
la biomasa obtenida en las di-
ferentes etapas de este creci-
mienfo para la determinacion
de lo que sucede en reactores

Realiza una curva de creci-
miento microbiano utilizando el
recuento con camara de Neu-
bauer para enfender cémo se
cuantifica la biomasa micro-
biana producida en reactores
biologicos

N ) biologicos
cion de sustratos confaminados

Conocimientos previos

El crecimiento microbiano responde a una reaccion quimica o estequiométrica ya que en este se presentan los
macro, micro y frazas de nutrientes en lo que denominamos sustratos (S), que son procesados por la célula mi-
crobiana para generar productos (P) y libera energia en forma de calor. Ademdss, este crecimiento microbiano
se representa graficamente como una curva sigmoidea (figura 1), en donde se aprecian sus diferentes fases y
se generan productos metabdlicos que pueden ser monitoreados en bioprocesos, como los fratamientos de
agua y suelo, o la generacion de biomasa para la biodegradacion o biotransformacién de un confaminante.

Figura 1 Fases de la curva de crecimiento microbiano

Curva de Crecimiento microbiano
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Nota. En el grafico se observan las cinco fases del crecimiento microbiano
a condiciones controladas de pH y temperatura.




También se sabe que este crecimiento microbiano se ve influenciado por factores ambientales como el pH,
temperatura, disponibilidad de agua (), presion osmotica, radiacion, presion hidrostatica, concenfracion de
O, y potencial redox. Lo anterior genera otra forma de clasificar a los microorganismos segun los efectos de
estos factores en su crecimiento.

Respecto a la cinétfica de crecimiento, se ha establecido que la curva de incremento permite ver la forma
en que se generan los productos y se dividen las células microbianas, siguiendo modelos cinéticos como el de
Monod y sus derivaciones. Aplicar los cdlculos de cinética del crecimiento microbiano para el disefio de plantas
de tratamiento de aguas residuales (industriales o domeésticas) y bioprocesos para suelos contaminados es
el primer paso de este tipo de estrafegias ingenieriles.

Conceptos

Métodos de conteo directo de biomasa: permiten efectuar el conteo de las células totales viables y muer-
tas. Su ventaja es que son rapidos y economicos. Enfre los que se tienen: conteo microscopico directo por
el metodo de Breed, conteo microscopico directo por el método de Petroff-Hauser, conteo turbidimeétrico y
contadores electrénicos.

Métodos de conteo indirecto en medio de cultivo: las muestras son cultivadas previomente bajo las técnicas
de recuento en placa, filtracion de membrana, NMP y método de la gota o de Miles y Misra. Solo detectanlas
celulas vivas que producen colonias. Se parte de un volumen conocido de muestra.

Métodos indirectos de la determinacion de la biomasa: permite la cuantificacion de la biomasa y sus
productos metabolicos, pero no del numero de células de una poblacion; se realiza a fraves del peso seco,
determinacion del nitrégeno en las celulas cultivadas, medicion de actividades bioquimicas.

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales

6 cajas de Petri con agar nutritivo.
10 pipetas de 1 a 2mL estériles.
10 tubos con 9mL de SSI.

1 Erlenmeyer fondo plano con 99mL de caldo nutritivo previamente inoculado con ImL de una cepa
de E coliy crecido por 24 horas a 35 °C.

4 vasos de precipitado de 100mL.
Cdmara de Neubauer.
Pipeteador.

Gradillas.




Reactivos

Agar nutritivo. - Fenol al 2%.
Solucion salina isotonica al 0,89% NaCl (SSI). - Safranina.

Caldo nutritivo. - Agua destilada esteril.
Equipos
Microscopio compuesto. - Agitador magnetico. - Plancha de calenfamiento.

Insumos

4 pipetas Pasteur de punta fina.

Cultivo de E. coli o Lactobacillus sp crecido por 24 horas.

Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirdrgicos.
Guantes quirdrgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

Asa bacteriologica. - Boligrafo, lapiz y marcador de vidrio.

Libreta de apuntes.

Procedimiento

En esta prdctica se aplicara el método de diluciones y cuantificacion por contfeo del método de Petroff-Hauser
usando una camara de Neubauer que cuenta con una cuadricula para el confeo de células (figura ).

1. Inocular Escherichia coli en un matraz de Erlenmeyer con medio caldo nutritivo o medio complejo por
24 horas previamente a la practica de laboratorio.

2. Realizar diluciones en Solucion SSI segun lo indicado por el docente. Manfener estas diluciones en
incubadora, solamente extraerlas cuando se vayan a analizar.

3. Agregar 0,5mL de la solucion de fenol al 2% y dos gotas de safranina a la dilucion a analizar.
4. Mezclar y dejar en reposo por cinco a diez minufos.

5. Lavar cuidadosamente la cémara de Neubauer sin frotar la zona brillante del centro y el cubreobjetos.
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Figura 2 Cuadricula interna de la Camara de Petroff-Hauser

- iy ity — 1l mm

1T mm 1mm 1 mm

0.2 m

Cuadro 1 (10X) Cuadro 2 (40X)

Nota. Tomado de Somasegaran y Hoben (1994).

6. Secar con papel suave.

7 Colocar el cubreobjetos sobre la zona central limitada entre las dos curvas concavas laterales que
presenta la camara donde se observa la zona cuadriculada a simple vista.

8. Homogenizar la primera dilucion con fenol y safranina.

9. Tomar con una pipeta Pasteur muestra de la primera dilucion y colocar una gota de la muestra entre
la camara y el cubreobjetos por el borde de la cadmara.

10. Dejar que la muestra se distribuya por capilaridad. Evitar el exceso de la muestra

1. Mantener en reposo por fres minutos.

12. Colocar la camara en la pinza del microscopio y con el objetivo 10X comenzar el conteo como lo indica
el docente.

13. Contar hasta cerca de 200 a 250 células antes de determinar el nimero de células por mililitro.

14, Calcular el numero de células de acuerdo con la siguiente formula:

# células # células
= No. células/mL n

Cuadro CI1 (25 cuadros c2) 0.Imm? X 10*

Analisis de datos

1.

Registre sus confeos en el siguiente cuadro.



Conteo
(No. Células/mL)

Dilucion




En papel milimetrado grafique los datos obtenidos y establezca la curva de crecimiento y anéxela.
Calcule el tiempo de duplicacion o generacion para este caso.

Redalice los cdlculos de la cinética de crecimiento para este caso.

I S

Presente los cdlculos de los ejercicios dados por el docente con el fin de profundizar este tfema.

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitira describirlos y com-
pararlos. Puede incluir los resultados de sus ofros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con base

en sus resultados y a los obtenidos por ofros aufores o compafieros de clase. Siempre debe darle un sustento
bibliografico a su discusion.

Conclusiones

Elabore tres (3) conclusiones respecto a sus hallozgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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Practica 7. Columna de Winogradsky

Resultados de aprendizaje

Actitudinal Conocimiento Desempefiio

Reconoce que en un ecosistema
microbiano fanto los factores qui-
micos (requerimientos nutricionales
y oxigeno) como los factores fisicos
(luz, pH, femperatura y potencial
redox) son importantes para indu-
cir el crecimiento de la diversidad
microbiana

Constfruye un modelo de eco-
sistema en miniatura para el
estudio de la ecologia micro-
biana presente en hdbitats
mixtos (suelo y agua), pero
bajo condiciones controladas
de laboratorio

Se apropia de las bases de
nufricion microbiana para mo-
dular un ambiente factico con
el fin de inducir el crecimiento
de la diversidad microbiana

Conocimientos previos

En 1880 Sergei Winogradsky propuso un cultivo abierto en columnas que simula un microecosistema, donde
se demuestra la ubicacion de los microrganismos en microespacios alfamente especificos de acuerdo con
sus necesidades fisiologicas y nutricionales, fales como: fuente de carbono, energia y oxigeno, asi como la
interdependencia entre las poblaciones microbianas (Aquiahuatl, 2017). A este modelo de culfivo abierto se
le conoce como Columnas de Winogradsky.

Este modelo de ecosistema en miniatura que pretende el cultivo abierto en batch (por lote) de diversos
microorganismos facilita no solo observar el crecimiento bajo condiciones confroladas en laboratorio sino
también, le proporciona al estudiante entender y manipular en cierto grado los acontecimientos ecologicos
que pueden presentarse en ecosisteras de suelos inundados como son los arrozales, humedales, marismas,
pantanos y turberas), suelos compactados e inundados por las lluvias, ademds de en los sedimentos marinos,
lacustres y de rio, que juntos ocupan el 75% de la corteza terrestre (Bacchetti et al, 2015).

Es mas, conlas columnas de Winogradsky se ha estudiado como el potencial redox en algunos microorga-
nismos reductores del dxido de hierro permite la generacion de electricidad, fendmeno denominado bioelec-
tricidad (Bacchetti et al, 2015) y actualmente se encuentra en estudio para la produccion de energias limpias
a partir de microorganismos.

Tambien, se han encontrado estudios de biodegradacion de detergentes usando el ecosisterna en minia-
tura propuesto por Sergei Winogradsky.

Asi, desde la prdctica con la construccion de las columnas de Winogradsky, el estudiante podrd integrar
conocimientos de ecosistemas, biogeoquimica, quimica, fisica, ecologia y microbiologia.

Conceptos

Aerdbico: proceso realizado en concentraciones altas de oxigeno ya que es el aceptor final de electrones en
la cadena respiratoria. La mayoria de microorganismos son aerobicos y realizan su metabolismo de trans-
formacion o degradacion de la materia orgdnica en presencia de oxigeno.




Anaerdbico: proceso de respiracion microbiana dado en condiciones restringidas o nulas de oxigeno, carac-
teristico de arqueas, bacterias y algunos hongos (mohos filamentosos o levaduras).

Bacterias sulfato reductoras: procariotas, pueden usar sulfatos y reducirlos a sulfuros de hidrogeno en con-
diciones anoxigénicas. Estas bacterias son los principales actores del ciclo del azufre.

Facultativo: se le da esa denominacion a un proceso con atmaosfera cuya composicion es limitada en oxigeno,
favoreciendo el desarrollo y multiplicacion de microorganismos que tienen cadenas respiratorias que alternan
sus aceptores de elecfrones entre el oxigeno limitante y otros bioelementos como sulfatos, sulfuros, nitratos
y oxidos nitricos.

Metano: gas producido por bacterias y arqueas metanogenicas a partir del CO, en una atmdsfera reducida
o carente de oxigeno; puede ser usado como susfrato de bacterias metanotrofas cuando el ciclo del C es
totalmente desplazado a CO,. Tambien es considerado un gas efecto invernadero.

Materia orgdnica: compuestos orgdnicos de cadenas largas (acidos grados y proteinas) o de composicion
simple (carbohidratos, vitaminas, y pectinas) usados como fuente de carbono y de electrones por los mi-
croorganismos. Esta materia orgdnica puede estar conformada por moléculas recalcitrante o xenobioticas
y estar enlazada a metales pesados producto de actividades humanas que desequilibran su composicion.

Materiales y recursos pedagégicos

Materiales
Probeta. - Agitador de vidrio. - Vidrios de reloj.
Espatula. - Vaso de precipitado de 50mL.
Pipeta de 10mL. - Vaso de precipitado de 100mL.
Reactivos
Sulfato (CaSO, o yemas de huevo cocidos). - Solucion de KCI3 M (para el bulbo del pHmetro).
Tampon o buffer: CaCO, - Glucosa.
Sales: CaHPO, 0 K,HPO,, NH,Cl. - Almidon.
Equipos
Balanza de plato libre. - Horno de secado.
Autoclave. - pHmetro.
Insumos

Bisturi.




Equipo de seguridad
Bata de laboratorio blanca. - Tapabocas quirurgicos.
Guantes quirurgicos desechables. - Kit de bioseguridad.

Gafas de proteccion.

Material por parte del estudiante

Botella de vidrio de boca ancha o botella de PET de 5L, clara'y lisa.
Papel aluminio.

Papel negro o trozos de papel oscuro.

Cinta aislante o papel Parafilm.

Papel Vinipel.

Muestras ambientales:

Entre 250 y 150g de lodo o sedimento de un humedal, lago, rio, charca o planta de tratamiento
de agua residual.

Recolectar 200g de suelo humedo.
1L de agua superficial de un humedal, lago, rio, charca o planta de fratamiento de agua residual.
Fuente de carbono: papel periodico o papel sin tinta.

Bofiiga de vaca o caballo.

Procedimiento

Preparacion de las columnas de Winogradsky.

1. Lavar las botellas muy bien, sin detergente.
2. Siseusan botellas de PET, cortar la parte superior de la botella con cuidado de no cortarse.
Nota. Todas las columnas deben tener el mismo didmetro y altura (distancia de la base al corte).

Cada equipo de trabajo construird una columna con su respectivo fratamiento y habrd una columna que
serd tomada como blanco.

1. Marcar cada botella segun el fratamiento dado enla tabla 1.
2. Cortar en trozos pequefios el papel periodico o sin tinfa y colocarlo enla base de la botella efiquetada.

3. Enunvaso de precipitado de 250mL pesar las cantidades de suelo y lodo que se muestran en la fabla 1.




Pesar las cantidades de las sales y las fuentes de carbono que se indican en la tabla 1.
Pesar la canfidad de NaOH mostrada en la tabla 1.

Colocar la cantidad de sales pesadas en el vaso de precipitado de 250mL que contiene el suelo y
el lodo.

Tabla 1 Ensayos de las columnas

Tratamientos

Ingredientes

Blanco
Suelo humedo 100 g 100 g 100 g 100 g
Lodo 50g 50g 50g 50g
CasSO, - 59 5¢ 59
CaCO, - 59 59 59
NH,Cl o K,HPO, - - g -
Glucosa - 29 - -
A

e - - ‘s -
NaOH - - - g

Colocar la fuente de C en el vaso de precipitado de 250mL, segun el fratamiento indicado en la tabla 1.

Agregar suficiente agua superficial para formar una pasta homogénea mezclando con un agitador
de vidrio.

Vaciar este contenido en la botella lavada y etiquetada segun el fratamiento.

Agregar todo el contenido del vaso con porciones iguales a la mezcla anterior de agua de superficial,
vaciando poco a poco ese contenido a la botella.

Completar el volumen final de la botella con agua superficial, el nivel del agua debe alcanzar una linea
horizontal marcada a lcm del borde de la botella.

Envolver cuidadosamente las columnas con papel Vinipel o aluminio y cubrir la parte superior con un
trozo de cinta aislante o papel Parafilm.




13. Verificar que no exista entrada de aire a la botella.

14. Forrar la botella con papel oscuro o negro para no permitir la entrada de luz.

15. Durantfe una semana colocar las botellas en un lugar donde la temperatura promedio sea de 28°C.

Observacion y andlisis de la columna

Despues de una semana de incubacion:

1.

oW N

8.
9

Quitar de la botella el papel oscuro o negro con cuidado.
Sacar cuidadosamente la cinfa o el papel Parafilm de las columnas evitando movimientos bruscos.
Identificar la zona profunda o de sedimentos, la zona media y la zona superficial.

Observar y determinar en cada una de las zonas de su columna, asi como en las columnas de sus
compafieros, si hay cambios de color, burbujas, etfc.

Levantar un poco la cubierta del Vinipel para detectar la aparicion de olores.

Verificar que el nivel de agua se conserve en la marca de lcm desde el borde y en caso necesario
agregar un poco de agua destilada.

Colocar las columnas frente a una ldmpara con luz amarilla y verificar la tfemperatura alrededor de
las columnas que debe estar a 28°C +/- 2°C. Las columnas fambien se pueden colorar en una ventana
durante al menos ofras 4-5 semanas.

Hacer observaciones semanales de las columnas.

Tomar cuidadosamente el pH de las diferentes zonas de cada columna, evitando mezclar las zonas.

10.  Tabular los resultados obtenidos.

Si durante estas semanas observa la aparicion de pigmentos y formacion de biopeliculas debe:

1.

Tomar con el asa de siembra, o un hisopo, un raspado de las zonas donde observe los cambios y de
las paredes de las tres zonas de la botella (superficial, media y profunda).

Hacer un frotis y tincion de Gram, para describir la morfologia de los microorganismos que observa
al microscopio.

Analisis de datos

1.

Complete los siguientes cuadros con sus observaciones:



Manual de practicas de laboratorio

1. Descripcion de las observaciones macroscépicas de la columna*

. Observaciones (sedimentacién; color uniforme o en
Tratamiento .. . e
Semana zonas; formacion de burbujas, olor caracteristico,

pelicula superficial)

*Use este tipo de cuadro para cada columna con su respectivo tratamiento.

2. Observaciones por zonas para la columna segun tratamiento**

Tratamiento ‘ Tipos de microorganismos

‘ Morfologia Tinciéon de Gram o frotis Esquemas

**Si se toman fotos pueden indicar unicamente los numeros de las imdagenes vy, por separado, colocar los
esquemas o fotos de los microorganismos observados.




2. :Qué puede analizar cuando confronta sus resultados de las columnas con los fratamientos versus la
columna blanco?

3. Segun las caracteristicas observadas en las columnas v los resultados de microscopia de los frotis
(con o sin tincion), indique si los microorganismos pertenecen a un determinado ciclo biogeoquimico,
de acuerdo con lo observado y analizado en cada semana.

Semana I:

Semana 2

Semana 3:

Semana 4:

Semana 5:

Semana 6:

4. Determine, ;cudl seria el efecfo de las diferentes fuentes de C y del NaOH en la presencia o ausencia
de las comunidades microbianas en las columnas?

Recomendaciones para la presentacion de los resultados y la discusion
Coloque (si es preciso) en tablas o cuadros sus resultados o grafiquelos, esto le permitird describirlos mejor y
compararlos. Puede incluir los resultados de sus otros compafieros de clase. La discusion debe hacerse con

base en sus resultados y a los obtenidos por ofros autores o comparieros de clase. Siempre debe darle un
sustento bibliogrdfico a su discusion.

Conclusiones

Elabore fres (3) conclusiones respecto a sus hallazgos en la practica.




Entregable (informe)

Ver la informacion al respecto ubicada al inicio de este manual.
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