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TABLA XIX

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, FISIOLOGICAS,
BIOQUIMICAS Y DE CRECIMIENTO DE LA CEPA B-8 CON VARIAS ESPECIES DE
Bacillus

PRUEBA subtilis licheniformis cereus BS

r

MORFOLOGIA
1 Gram + + + +
2 Motilidad + + + +
Espora:
3 Forma Oval Oval Oval Oval
4 Posicion Central Central Central Central
5§ Distension del
esporangio - - - -
6 Ensanchamiento - - - -
FISIOLOGIA
Crecimiento en:
7 NaCl7% +
8 Agar anaerdbico -
9 Ad45°C
10 Temperatura
maAxima de cre-
cimiento (°C) 45-55 50-55 35-45 55
BIOQUIMICA
Acido de:
11 Arabinosa
12 Xilosa
13 Manitol
14 Glucosa
15 Indol
16 Voges Proskauer
17 Citratos
18 Agar Citrato de
Simmons
19 Nitrato a nitrito
20 Amilasa
21 Catalasa
22 Yema de huevo
23 Caseina hidrolizada
24 Ureasa
25 Gelatinasa

+ + +
&+ +
+ +

+ + + +

+ + + +
]

+ 4 0

+ e+t ++++ 4+
5
+|=.+-++;z+ + +
Q
+ + + 1 4+
! Ll + +

+ e+ ++ 4+
o




Colonias en medio con agar son redondas o irregulares; superficie mate; y viene a ser
espesor grueso o densa y opaco.

Bacillus licheniformi

Las colonias en medios con agar son opacas con superficie mate o rugosa; cominmente
presentan excrecencias como pelos; usnalmente se adhiere fuertemente el agar; su ele-
vacién y 16bulos consisten en su mayor parte de limo que a menudo se acumula en la co-
lonia, especialmente en glucosa-agar.

Bacillus cereus

El bacilo tiende a presentarse en cadenas; la estabilidad de las cadenas determina la for-
ma de la colonia, la cual varia grandemente en diferentes cepas. Por un extremo la colo-
nia tiene una apariencia mate o semejante a vidrio esmerilado y un margen ondulado.
En el otro extremo las colonias forman excrecencias como raices las cuales se extienden
ampliamente sobre la superficie del agar. Las excrecencias son enredadas o enmaraiia-
das de manera irregular o formando curvas dextrbgiras o levigiras en diferentes cepas,

CEPA B-8.

Medio de cultivo: Agar almidén.

Temperatura: 37°C.

Colonias grandes, en el centro una estrella blanca, con bordes crema, granulosa, ligera-
mente elevada del centro opaca, redonda, seca, dura.
Medio de cultivo: Caldo tripticasa-extracto de levadura.
Temperatura: 35°C

Cultivo estitico: Formacién de una pelicula densa que tiende a ascender por las paredes
del recipiente. No hay turbidez.

Cultivo agitado: Crecimiento disperso unifromemente en el liquido (turbidez uniforme).
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de aire del condensador

(o lampara de cuarzo o U.V. opcional)

A
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o o

Figura No.7 Esquema de la tapa del Vaso de Fermentacion.

Salida de aire
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1.- Filtro para aire 7.- Bomba PA. 16.- Panel control
2.- Acoplamiento 8.- Boton encendido inferior
Transmisién 9.- Calefaccion 17.- Reg, presidn aire
3.- Filtro de salida 10,- Transmisién 18.- Manometro
de aire 11.- Control de 19.- Medidor de
4.- Control de temperatura flujo
espuma 12.- Agitacién 20.- Recipiente 14 L.
5.- Recipiente 13.- Control 21.- Soporte
antiespumante enfriamiento recipiente
G.- Panel de 14.- Tacometro 22.- Abrazaderas
control bomba 15.- Registrador de recipiente
temperatura 23.- Lineas de agua

Figura No.9 Controles del fermentador,
Microferm, serie MF-114.
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rentes temperaturas.
(c) 55°C

Variaciones morfolégicas de la cepa B-8
(b) 45°C

al incubarse a dife

(a) 35°C

Figura No.11
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Variaciones morfolégicas de la cepa B-30
al incubarse a diferentes temperaturas.
(c) 55°C

(@) 35°C (b) 45°C

Figura No.12
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Variaciones morfolégicas de las cepas B-55

al incubarse a diferentes te
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Figura No.13
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durante la produccion de o-amilasa.
(b) 48 hrs. (c) 72 hrs.

Figura No.14 Variaciones morfolégicas de la cepa B-8
(a) 24 hrs.
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Figura No. 15 Mecanismo de hidrélisis del

almidén por las amilasas.



MALTOSA

MANITOL

GLUCOSA

FRUCTOSA

Figura No.16 Perfil cromatografico de los carbohidratos
resultantes de la actividad enzimatica
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IX.- APENDICE



IX. APENDICE

1. COLORANTES.

1.1.- Cristal violeta.
a) Solucion madre de cristal violeta.

Cristal violeta, colorante al 85% 25.0 g.

Alcohol etilico de 95 100.0 ml.
b)Solucién madre de oxalato

Oxalato de amonio 1.0 g.

Agua destilada 100.0 ml.

Solucion para empleo inmediato: Diluir Ia solucion
madre de cristal violeta en proporcién de 1:10 con agua
destilada y mezclar con 4 voliimenes de solucién madre

de oxalato. Guarde en frascos con tapa de vidrio.

1.2.- Safranina.
Safranina O 25¢g.
Alcohol etilico de 95 100.0 ml.
Solucién para empleo inmediato: Diluir la safranina

madre en proporcién 1:5 6 1:10 con agua destilada;

guardar en frasco con tapon de vidrio.
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1.3.- Lugol. (Solucién de yodo Gram)
Cristales de yodo 1.0g.
Yoduro de potasio 2.0g.
Disolver completamente en 5 ml. de agua destilada y
agregar:
Agua destilada 240.0 ml.
Bicarbonato de sodio,
solucién acuosa al 5% 60.0 ml.
Mezclar bien; guardar en un frasco de vidrio de color

oscurao.

1.4.- Verde de Malaquita.Solucion acuosa saturtada.
Nota: Solubilidad en agua 7.6% a 26°C
Verde de malaquita 7.6 g.
Agua destilada 100.0 mlL

1.5.- Safranina 0.25%
Safranina O 0.25 g,
Agua destilada. 100.0 ml.
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2. REACTIVOS,

2.1.-Reactivo de Kovac. 41
Alcohol n-amilico 75.0 ml.
Ac. clorhidrico concentrado 25.0 ml.
Para-Dimetilamino benzaldehido 3.0 g.

Disolver el aldehido en el alcohol por calentamiento
ligero en un baiio de agua a 50-55°C. Enfriar y afiadir el

acido. Protéjase de la luz. Almacenar a 4°C.

2.2.- Rojo de Metilo.

Solucion A

Rojo de metilo 0.1g.
Alcohol etilico 95% 300.0 ml.
Hidréxido de sodio N/20 15.0 ml.

Aiiadir agua destilada a la solucion A y obtener un

volumen total de 500 ml.

2.3.-Alfa Naftol 5%
Alfa Naftol 5.0 g.
Alcohol etilico 95% 100.0 ml,
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2.4.-Hidroxido de potasio 40%
Hidroxido de potasio 40.0 g.
Agua destilada 100.0 ml.

2.5.-DimetilAlfa Naftilamina 0.6%
Dimetil alfa-naftilamina 6.0 g.
Acido acético 5N 1000.0 ml.

Disolver con calentamiento ligero.

2.6.-Acido Sulfanilico 0.8%
Acido Sulfanilico 80g.
Acido acéticoS N 1000.0 ml.

Disolver por calentamiento ligero.

2.7.-Fenolftaleina 0.5%

Fenolftaleina 0.5g.

Alcohol etilico 100.0 ml.
2.8.-Lugol

Yodo 50.0 g.

Yoduro de potasio 100.0 g.

Agua destilada 1000.0 ml.

Mezclar el yodo y el yoduro de potasio en un morteroy
triturar con la mano del mortero hasta que estén

finamente pulverizados. Afiadir agua destilada en
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pequeiias porciones para ir disolviendo componentes.
Verter la solucion en una probeta, lavar el mortero con
agua destilada y aiiadir los liquidos de lavado también a

Ia probeta y completar los 1000 ml. Mezclar bien.

2.9.-Solucién Buffer de Fosfatos pH 6.0
Fosfato diacido de potasio 3.0 g.
Fosfato monoacido de potasio 3H20 0.6 g.
Agua destilada 1000.0 ml
Disolver en una pequeiia cantidad de agua destilada y

aforar a un litro.

2.10.- Oxibac.
Para limpieza de equipo y maquinaria:
30 ml. de Oxibac por cadal0 litros de agua.
Para desinfeccion de paredes y pisos:

75 ml. de oxibac por cada 10 litros de agua destilada.

2.11.- Solucion Buffer de Fosfatos para extraccion.
Fosfatos diacido de potasio 15g.
Fosfato monoacido de potasio 3H20 3.5 g.
Agua destilada  Aforara 1000.0 ml.
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2.12.- Cloruro de calcio 20%
| Cloruro de calcio dihidratado 20.0 g.
Agua destilada 100.0 ml.

2.13.- Suero Fisiologico.
Solucion acuosa de cloruro de sodio al 0.85%
NaCl 0.85g.
Agua destilada 100.0 ml.

2.14.- Solucion Buffer de Fosfatos pH 6.0 (Wilson-Ingledew)
Fosfato diacido de potasio 0.05M
NaOH 0.05M
Mezclar las soluciones A y B hasta que den un pH de 6.0

2.15.- Almidon Soluble 0.2% (Wilson-Ingledew)
Almidén soluble Merck 0.2 g.
Solucion buffer de fosfatos pH 6.0 100.0 ml.
Mezclar el almidon con la solucion buffer y calentar a
ebullicion. Posteriormente se enfria a la temperatura que

se requiere para la determinacion enzimatica.

2.16.- Solucion Stock de Iodo (Wilson-Ingledew)
Yodo al 0.5% en una solucién de yoduro de potasio al 5%

en agua destilada.
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2.17.- Reactivo de Yodo (Wilson-Ingledew) .
Solucién Stock de Yodo 1.0 ml.
Agua destilada 500.0 ml.
El agua destilada debe ser previamente acidificada con

acido clorhidrico 5N.

2.18.- Acido Clorhidrico SN.
Acido clorhidrico sp.gr. 1.19 411.8 ml.
Agua destilada  Aforara 1000.0 m}.

2.19.- Acido Clorhidrieo 1N.
Acido clorhidrico sp.gr. 1.19 82.36 ml.
Agua destilada Aforar a 1000.0 ml.

2.20.- Hidroéxido de Sodio 1N.
Se disuelven 100 g de lentejas de hidréxido de sodio puro
en 100 ml de agua destilada. Se tapa el matraz y se deja
reposar toda la noche a temperatura ambiente. El
carbonato se separa en forma de un precipitado
insoluble. Se filtra la soluciém..? )
Hidroxido de sodio libre de carbonato 50.0 mlL

Agua destilada libre de carbonato.

Aforara 1000.0 ml.
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2.21.- Fenol 5%
Fenol (reactivo analitico) S0g
Agua destilada 100.0 ml.

2.22.- Acido sulfirico concentrado sp.gr. 1.84

2.23.- Reactivo de Somogyi de baja alcalinidad.
Disolver 12g de sal de Rochelle y 24 g de Na2CO3 en 250
ml de agua previamente hervida. Disolver , con agitacion,
4.0 g de CuS04.5H20 en S0 ml de agua, seguidode 16 g
de NaHCO3. Hervir agua destilada para eliminar el aire,
enfriar y disolver 180 g de Na2SO4 anhidro y agregarlo a
la solucion de cobre alcalina; agregar aguna destilada
hervida hasta completar un litro. El reactivo es
almacenado a 37°C durante una semana antes de usarse,
y decantado para separar cualquier precipitado que se

forme; de esta manera, el reactivo es estable.

2.24.- Reactivo de arsenomolibdato de Nelson.,
Disolver 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua
y agregar 21 ml de H2SO4 al 96%, seguido de una
solucion de Na2HAsO4.7H20 (3.0 g en 25 ml de agua).
La mezcla es incubada durante 24 horas a 37°Cy

almacenada en un frasco de vidrio ecafé.
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3. MEDIOS DE CULTIVO.

[1] Medio de propagacion.
(TETRAUT-STARK, 1954)

Tripticasa (casitone) 1.0 g.
Extracto de levadura 0.5g.
Agua destilada 100.0 mL
Ajustarel pHa 6.8-7.2
[ 2] Medio de produccion.
(TETRAUT-STARK, 1954)
Tripticasa (casitone) 20¢g.
Extracto de levadura 2.0 g.
Almidén soluble 0.1g.
Agua destilada 100.0 ml.
Ajustar el pH 6.8 - 7.2
[ 3] Variante del medio anterior.
(TETRAUT-STARK, 1954)
Tripticasa (casitone) 2.0 é
Extracto de levadura 2.0¢g.
Almidén soluble 0.1g.
Agua destilada 100.0 ml.

Ajustar el pH a 6.0, 7.0 y 8.0 segiin se requiera.
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[4] Almidon - Peptona de carne.

Peptona de carne Sigma 28g.
Almidén soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 0.05M 100.0 ml.

[ 5] Maltosa - Peptona de carne.

Peptona de carne Sigma 28 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

Maltosa esterilizada por filtracion 0.2g.
Nota: Agregar la solucion de maltosa después de esterilizar

el medio de cultivo.

[6] Almidoén - Peptona de soya.
Peptona de soya (soytone Merck) 432¢g.-5.0g.

Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[ 7] Maltosa - Peptona de soya.
Peptona de soya (soytone)Merck 432g.-5.0g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.
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: [8] Almidon - Caseina (hidrolizado enzimatico).

Peptona de caseina Merck 58g.-6.0g.
Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01¢g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[ 9] Maltosa - Caseina (hidrolizado enzimatico).

Peptona de caseina Merck 3.8¢g.-6.0g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[10] Almidén - Extracto de Levadura.

Extracto de levadura 5.0g.
Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[11] Maltosa - Extracto de Levadura.
Extracto de levaduras 5.0 g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.
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[12] Almidon - Harina de soya.

Harina de soya ' 5.0g.
Almidén soluble Merck 1.0g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[13] Almidén - Harina de trigo.

Harina de trigo 3.0 g.
Almidén soluble Merck 1.0g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[14] Almidon - Casaminoacidos

Casaminoacidos 6.0 g.
Almidon soluble Merck 1.0 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[15] Maltosa - Casaminoacidos.
Casaminoacidos 6.0 g.
Maltosa (esterilizada por separado) 0.2 g.
CaCO3 0.01 g.
Buffer fosfatos pH 6.0 100.0 ml.

[16] Almidon - Harina de soya - Buffer,
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Harina de soya 30¢g.

Almidén soluble Merck 1.0g.
CaCO3 10.0 mg.
Buffer fosfatos pH 7.0 50.0 ml,

[17] Almidén - Harina de soya - Agua potable,

Harina de soya 5.0g.
Almidon soluble Merck 1.0¢g.
CaCO3 10.0 mg.
K2HPO4 0.175 g.
KH2PO4 0.175 g.
Agua potable 50.0 ml.

[18] Maltosa - Harina de soya - Buffer.

Harina de soya 5.0 g.
Maltosa (solucion esteéril 20%) 0.5 ml
CaCO3 10.0 mg.
Buffer fosfatos pH 7.0 50.0 mL
[19] Maltosa - Harina de soya - Agua potable.

Harina de soya 5.0 g.
Maltosa (Solucién estéril al 20%) 0.5 ml.
CaCO3 10.0 mg.
KH2PO4 0.075 g.
K2HPO4 0.175 g.
Agua potable 50 .0 ml.
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