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PRESENTACION

Los microorganismos se constituyen como los seres vivos mas
importantes en la naturaleza. Por su gran espectro metabdlico, llevan a
cabo diversas actividades que permiten la continuidad de la vida, los
ciclos biogeoquimicos, el reciclaje de sustancias, la remediaciéon de
lugares contaminados, entre otros. Asimismo, los capacita para
colonizar cualquier ambiente por inhdspito que parezca, de tal forma
que su presencia asegura que la energfa entra al ecosistema estableciendo
un ciclo continuo y constante.

LLa Microbiologfa cada vez esta adquiriendo mas importancia debido a
la participacion de los diferentes grupos de microorganismos en la
problematica ambiental, no solo como contaminantes del ambiente e
indicadores de contaminacion. También, su relevancia se evidencia por
su gran influencia en la solucién de diversos problemas de
contaminacion. La razén es que juegan un papel muy importante en
procesos de recuperaciéon de suelos afectados con hidrocarburos,
metales, insecticidas o algin otro agente toxico.

Es muy importante, por lo tanto, que un Ingeniero Ambiental tenga
los conocimientos necesarios que impliquen el uso de técnicas
microbianas para brindar alternativas de solucién, compatibles con el
medio ambiente. De esta forma, evita el uso de procesos que causen
dafos colaterales.

Parala elaboracion de este Manual de pricticas de Microbiologia Ambiental
se seleccionaron técnicas de diferentes textos y manuales de
microbiologia, y se consider6 la experiencia adquirida a lo largo de
nuestro desarrollo profesional. Esta informacion se organizé y adecud
con la finalidad de alcanzar los objetivos del curso de Microbiologia
Ambiental. Por ello, se incluyeron practicas de Microbiologfa Basica y
Microbiologia Ambiental. Ademads, se han consultado diversas fuentes
que se anotaran al final de cada capitulo.

Esperamos que este volumen sea de gran ayuda para la formacion de

nuestros estudiantes como Ingenieros Ambientales.



Carmen Carrefio y Alberto Hurtado

Asimismo, estamos prestos a recibir las sugerencias necesarias para
mejorar este manual con el fin de brindatles el mejor conocimiento

acorde con las exigencias actuales.

Los autores



PRACTICA I
BIOSEGURIDAD

1. Introduccién

La bioseguridad es una doctrina de comportamiento encaminada a
lograr actitudes y conductas que disminuyen el riesgo del trabajador. Es
un conjunto de medidas preventivas destinadas a mantener el control de
factores de riesgo laboral, procedente de agentes biolégicos, fisicos o
quimicos. Con ello, se logra la prevenciéon de impactos nocivos,
asegurando que el desarrollo o producto final de los procedimientos no
atenten contra la salud y seguridad de trabajadores, visitantes y medio
ambiente. El conocimiento y la aplicacion adecuada de normas de
bioseguridad, asi como su importancia antes, durante y después de cada
practica, es un deber de cada estudiante en el laboratorio donde se esté
desenvolviendo.

De acuerdo con las fuentes consultadas (Granados & Villaverde,
1977; Instituto Nacional de Salud, 2002; Ministerio de Salud, 2001;
Carrefio, 2010), todos los establecimientos laborales, incluyendo los
laboratorios de analisis, investigacion y demas, necesitan tener una serie
de normas para llevar un desempefio seguro y garantizar resultados
exitosos. Las normas generales son las siguientes:

* Elacceso allaboratorio estara limitado solo al personal autorizado.

* Elpersonal que trabaje en el laboratorio debe cumplir a cabalidad las
normas de bioseguridad.

* Toda area debe estar marcada con la respectiva sefial de riesgo
biolégico y su nivel de contencién.

» Alingresarallaboratorio se debe tener en cuenta el debido porte de la
bata manga larga, abotonada y limpia. Asimismo, una vez que se
ingrese se debe colocar los abrigos, libros y demads objetos en sitios
adecuados y nunca sobre los bancos o mesas. La finalidad es evitar un
posible accidente.

* Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas durante la sesion



delaboratorio para evitar la contaminacion por corrientes de aire

Al inicio y término de una practica, se debe limpiar la superficie de
trabajo con una solucién desinfectante.

El laboratorio debe permanecer limpio y ordenado, durante el
trabajo o el término del mismo.

Se deben lavar las manos al inicio y al término de cada sesién de
trabajo. Luego, se deben secar con toallas de papel.

Se deberan usar todos los implementos necesarios para la proteccion
segun el nivel de riesgo biolégico.

Durante la practica no se deben guardar ni consumir alimentos y
bebidas.

Se debe colocar un calzado adecuado para las practicas en el
laboratorio, asi como mantener las ufias cortas, limpias y sin esmalte.
Utilizar los equipos segun las instrucciones o los procedimientos
operativos estandarizados.

Realizar el trasporte de materiales o de muestras, de manera tal que en
caso de caidas no se produzca salpicadura.

Todo personal debe poner especial cuidado en evitar el contacto con
materiales potencialmente infecciosos sin la debida proteccion.

Los derrames y accidentes deben ser informados inmediatamente el
supervisor de laboratorio.

Utilizar mascaras faciales si existe el riesgo de salpicaduras o
aerosoles.

Apagar los instrumentos eléctricos antes de manipular las

conexiones.



La bomba: Peligro de explosion.

La llama: Peligro de incendio

La calavera y los huesos cruzados: Peligro de j[
envenenamiento

El trébol esquematizado: Peligro de radiactividad ?
—_

Los liquidos goteando de dos tubos de ensayo
sobre una mano y una plancha de metal: W\ l

Peligro de corrosion. —

Una llama sobre un circulo; Comburentes

Tres medias lunas sobre un circulo:
Sustancias infecciosas

Un aspa sobre una espiga de trigo: Sustancias
nocivas que deben colocarse a distancia de los
alimentos

Siete franjas verticales: Sustancias peligrosas '3
varias

Figura 1. Algunos simbolos de bioseguridad presentes en el laboratorio y
su significado. Tomado de Manual de practicas de miicrobiologia industrial (p. 3),
C. Carrefio, 2010, Lambayeque, Pera: Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo.

Una botella: Gases comprimidos no inflamables -




2. Principios Basicos de Bioseguridad

El término contencién se utiliza con el fin de describir métodos
seguros para manejar materiales infecciosos en el ambiente de
laboratorio donde son manipulados o conservados. Ademas, el objetivo
de la contencién es reducir o eliminar la exposicion de quienes trabajan
en laboratorios, de otras personas y del medio ambiente externo a
agentes potencialmente peligrosos. Una medida muy recomendada para
evitar la exposicion directa es a través del uso de ropa y equipos de
proteccién adecuados para cada actividad tales como mascaras,
mascarillas, gorros, cascos, anteojos, viseras protectoras, delantal
impermeable, mandilones, botas de tela o de material impermeable,

protectores para radiacién y otros.

2.1 Niveles de contencion

El elemento mas importante de la contencion es el cumplimiento
estricto de las practicas y técnicas microbiolégicas de procesamiento de
las muestras de laboratorio. Cuando las practicas de laboratorio no son
suficientes para controlar los riesgos asociados a un agente o un
procedimiento de laboratorio en particular, es necesario aplicar medidas
adicionales. Estas corresponden a los equipos de seguridad disefiados
para la proteccion del personal y las practicas de manejo (barrera
primaria), asi como el disefio de instalaciéon y caracteristicas de
ingenierfa adecuados (barrera secundaria).

Barreras primarias. Constituyen la primera linea de defensa cuando
se manipulan materiales biologicos, quimicos o fisicos. Se considera que
las barreras de proteccion primaria son las que siguen: (a) equipos de
proteccion personal (guantes, mascarillas, mandiles); (b) cabinas de
seguridad bioldgica (con barreras de aire, que permiten que este fluya en
una sola direccién y a una velocidad constante originando el flujo de aire
laminar o flujo con ausencia de turbulencias y con filtros, que atrapan las
particulas contenidas en el flujo de aire); (c) normas de higiene personal;

(d) inmunizacién (vacunacién), (e) desinfecciéon (alcohol, compuestos



tenolicos, hipocloritos) y (f) esterilizacion (calor himedo, calor seco) de
instrumentos y superficies. Principalmente, se busca la proteccion del
personal presente en un ambiente frente a los agentes infecciosos o
productos quimicos de riesgo.

Barreras secundarias. El disefio y construccion de un laboratorio se
conoce como contenciéon o barrera secundaria. Contribuye a la
proteccion del personal del laboratorio, asi como a la del que se localiza
fuera del laboratorio y personas de la comunidad en general, frente a
posibles escapes accidentales de agentes infecciosos. Se incluye la
localizacion del laboratorio fuera del area de transito, acceso restringido
al personal autorizado con puerta cerrada con llave (nivel 2) o doble
puerta (nivel 3), presencia de lavamanos, duchas de emergencia, mesas
de trabajo resistentes al calor moderado, acidos y dlcalis, areas con la
seflal de riesgo biolégico y su nivel de contencion, tratamiento de
residuos o transporte en envases sellados, servicios auxiliares de gas, aire

y eléctrico de facil acceso.
3. Clasificacion delos Agentes Biolégicos por Grupo de Riesgo

3.1 Agentes biolégicos del grupo1

Es poco probable que causen enfermedad en los humanos. No se les
conoce factores de virulencia y pueden tener susceptibilidad conocida y
estable a los antimicrobianos. Son ejemplo de lo anteriormente
explicado Escherichia coli K12, Saccharomyces cerevisiae, microorganismos

que se utilizan en la elaboracion de quesos, embutidos, entre otros.

3.2 Agentes biolégicos del grupo 2

Pueden causar enfermedad en el hombre, y es poco probable que se
propaguen a la colectividad y generalmente existe profilaxis o
tratamiento eficaz. Algunos de estos agentes pertenecen a la biota
habitual del hombre, y son capaces de originar una patologia infecciosa
de gravedad moderada o limitada. Ejemplo de ello son Staphylococcus

epidermidis, Salmonella spp., entre otros.



3.3 Agentes biologicos del grupo 3
Pueden causar una enfermedad grave en el hombre y presentan un serio
peligro para los trabajadores, con riesgo de que se propaguen a la
colectividad; sin embargo, existe generalmente profilaxis o tratamiento
eficaz. Implican patologia grave, de dificil y largo tratamiento; pueden
curar con secuelas y ocasionalmente producen la muerte. El mayor y
mas frecuente peligro eslainfeccion adquirida a través de aerosoles y por
fluidos biolégicos. Ejemplo de ello son Mycobacterinm tubercunlosis, Brucella

sp., Coxiella burneti, entre otros.

3.3 Agentes biologicos del grupo 4

Son aquellos que causan una enfermedad grave en el hombre y
suponen un serio peligro para los trabajadores, con muchas
probabilidades de que se propaguen a la colectividad y sin que exista, en
general, profilaxis o tratamiento eficaz. Normalmente, se trata de
microorganismos de dosis infectiva baja y de alta contagiosidad.

Ejemplo de ello son el virus Ebola, Hantavirus, entre otros.

4. Niveles de Bioseguridad paralos Laboratorios

Se consideran cuatro niveles de contencion o de seguridad biolégica,
que consisten en la combinacién, en menor o mayor grado, de los tres
elementos de seguridad biologica descritos. Estos son los que siguen: (a)
técnicas de laboratorio, (b) equipos de seguridad y (c) disefo
arquitectonico de las instalaciones del laboratorio. Cada combinacion
esta especificamente dirigida al tipo de actividades que se realizan, las
vias de transmision de los agentes infecciosos y la funcién o actividad el
laboratorio. De forma general, los cuatro niveles de bioseguridad

definenla contenciéon necesaria para proteger al personal y al ambiente.

4.1 Nivel de bioseguridad1

Es el nivel de seguridad requerido para trabajar con agentes



biolégicos del grupo de riesgo 1. Asimismo, es utilizado habitualmente
en los laboratorios de practicas de universidades o centros de ensefianza
donde se emplean microorganismos no patégenos. En este nivel el
acceso al laboratorio no es restringido y el trabajo se realiza en mesas

estandares de laboratorio no requiriéndose equipos especiales.

4.2 Nivel de bioseguridad 2

Es el nivel obligado para trabajar con agentes del grupo de riesgo 2.
Considera personal especializado para el manejo de estos
microorganismos. También, corresponde a algunos laboratorios de
microbiologia clinica y de control de calidad sanitaria (técnicos de

laboratorio, especialistas en microbiologfa).

4.3 Nivel de bioseguridad 3

Debe utilizarse cuando se manipulan agentes biologicos del grupo de
riesgo 3. El material biologico solo puede ser procesado por personal
calificado y en una zona con infraestructura apropiada para el nivel de
contencién 3; es decir, con aire acondicionado independiente, sin
recirculacion de aire, con gradiente de presion, cabinas de bioseguridad,
entre otras caracteristicas. El nivel de bioseguridad 3 corresponde a
algunos laboratorios de microbiologia clinica, de producciéon de

biolégicos y de control de calidad sanitaria.

4.4 Nivel de bioseguridad 4

Nivel requerido cuando se procesa con certeza o se sospecha de un
agente biologico de riesgo 4, especialmente patégeno infecto-
contagioso, exotico o no. Adicionalmente, produce alta mortalidad y no
existe tratamiento o es poco fiable. Este nivel también puede utilizarse
para trabajar con animales de experimentacién infectados por

microorganismos del grupo de riesgo 4.
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PRACTICA II
MATERIAL Y EQUIPOS DE LABORATORIO

1. Introduccién
Las tres fuentes del conocimiento son la observacién, la
experimentacion y el razonamiento. Lla experimentacion exige menos
esfuerzo mental, pero mas tiempo; es decir mas presencia. Por
consiguiente, se necesita equilibrar la enseflanza con mas horas de
laboratorio para un buen aprendizaje. Igualmente, una buena ensefianza
experimental debe fomentar la capacidad de distinguir entre observar un
fenémeno o una reaccién, y el poder interpretarlo. La correcta
observacion le dara al alumno el dominio real sobre la materia. La
capacidad de interpretacion le proporcionara, ademas, la preparacion
técnico-cientifica necesaria para ser un buen investigador (Carrefio,
2010; Granados & Villaverde, 1977; Moreno & Silva, 2008).

Es de vital importancia el conocimiento y buen manejo del material y
equipo de laboratorio. Solo asi se lograra obtener buenas lecturas. Esto

permitira una buena interpretacion delos resultados.

2. Obijetivos

* Reconocer el material y equipo utilizados en el laboratorio de
Microbiologfa.

» Aprenderautilizarlos equipos en el laboratorio de Microbiologfa.

» Aprenderaesterilizar el material en el laboratorio de Microbiologfa.

3. Procedimiento

En este apartado se presentara la informacién necesaria para el
reconocimiento de material y equipos utilizados en el laboratorio de
Microbiologia (Mendo, 1999). Para ello, se detallara cada elemento
requerido en las practicas.

Tubos de ensayo. Existe una gran variedad de tubos, pero se
prefieren los de vidrio neutro, paredes gruesas y sin rebordes para

facilitar el taponamiento. Para estudios bioquimicos se usan tubos de



13 x 100 mm. Para diluciones se emplean tubos de 16 x 150 mm yde 15x
125 mm.

Placas de Petri. Estin compuestas por dos cristalizadores. De ellos,
el mas grande hace de tapa. Se emplean para el aislamiento y cultivo de
microorganismos.

Campanas de Durbam. Son tubos de vidrio huecos con uno de sus
extremos cerrado y dilatado. Permiten detectar la produccién de gas en
los procesos de fermentaciéon. Son utilizados frecuentemente en
Microbiologia y en pruebas de determinacion del Numero Mas Probable
(NMP).

Pipetas serologicas o de medida. Presentan subdivisiones de su
capacidad total y se calibran en ml. a 20°C. Las marcas mas conocidas
son Pyrex, Normax y Corning. Las pipetas Normax se usan para trabajos
de precision. Son contrastadas individualmente por la Oficina Nacional
de Patrones en Norteamérica, y tienen las siglas NBS y el afio de control.
Por ejemplo, una pipeta Normax serologica de 1 mL de capacidad tiene
un error tolerable (ET) de 0,01 (1 %), mientras que una pipeta Pyrex del
mismo volumen tiene un ET de 0.02 (2 %).

Las pipetas serolégicas son terminales y con capacidad de 0,1 a 25

mL. Las de mayor uso son las que siguen:

Pipetas de 10 mLL 0,1 mL

Pipetas de 5 mL 0,1 mL

Pipetas de 1 ml 0,1y0,01 mL.
Pipetas de 0.1 mL 0,1y0,001 mL
Pipetas de Dhan de 0,125 0,0125mL
Pipetas de Dhan de 0,250 0,0250 mlL.
Pipetas de Bangde 0,2 0,08 y 0,005 mL

Las pipetas graduadas pueden ser de dos tipos. El primero corresponde
a las pipetas terminales, cuando el vaciado del liquido se realiza hasta la

punta de la pipeta. El segundo se refiere a pipetas no terminales, cuando



el vaciado delliquido se realiza hasta la ultima linea de graduacion.

Pipetas Pasteur. Son confeccionadas de varillas de vidrio de
diametro de 4 x 20 mm y de 30 0 40 cm de longitud. La calidad del vidrio
debe facilitar el reblandecimiento a la accion directa de la llama del
mechero, para conseguir un estiramiento a la capilaridad deseada. Por
otro lado, se emplean para la toma de pequefios indculos de siembra. A

continuacion, se anota el modo de usa este tipo de pipeta.

* Lapipetase sujeta con el pulgar y el dedo medio. Se colocala punta de
la pipeta en elliquido por medir, bastante profundo para que se pueda
aspirar el volumen necesario sin aire. Con aspiracion suave, se llena el
liquido por encima de la marca de calibracion. Se cierra la pieza de la
boca con el dedo indice.

* Se seca el exceso del liquido en el exterior de la pipeta con un pafio o
un papel limpio, y colocando la punta de la pipeta contra el recipiente,
se deja que el nivel del liquido baje hasta la marca de calibracién
moviendo con suavidad el indice sobre la pieza de boca. El dedo no
debe retirarse.

* Ahora, la pipeta se pasa al recipiente de recepcion, colocando su
punta contra la pared.

* Se levanta el dedo de la pieza de boca y se deja que la pipeta se vacie
durante el tiempo necesario. No se debe soplar para hacer salir la
ultima gota al emplear una pipeta volumétrica o cualquier pipeta
calibrada. Es importante que la pipeta se mantenga vertical para que
el vaciamiento sea correcto.

Buretas. Son tubos largos de vidrio con una llave de descarga en uno
de sus extremos o bien con un tubo corto de jebe que termina en un pico
de vidrio. Las mas comunes son de 50 mL y estan graduadas al décimo de
ml. Las buretas se emplean para descargar distintas cantidades de
liquidos o soluciones y se las usa mayormente en las titulaciones

volumétricas. A continuacion, se explica el modo de usar la bureta.



Matraces aforados o fiolas. Son idénticos a los matraces
Erlenmeyer. Estan calibrados a medidas exactas mediante un aforo enla
parte media del cuello del recipiente en el que se indica la medida. Se
emplean parala preparacion de reactivos y de soluciones buffer.

Matraces Kitasato. Son matraces que ademas de la boca tienen una
tabulacion corta lateral para hacer vacio. Se utilizan como complemento
del equipo de filtracion (esterilizacion en frio).

Espdtulas de Drigalsky. Se confeccionan a partir de las pipetas
Pasteur. La fraccion recta y horizontal facilita la siembra y aislamiento de
bacterias por diseminacion.

Probetas. Son recipientes cilindricos con base para la estabilidad.
Pueden estar graduadas y tener capacidad de 10 mL hasta 2000 mL. Las
mas utilizadas sonlas de 100, 250, 500 y 1000 mL..

Beacker o wvasos de precipitacion. Son recipientes cilindricos y
cortos, con una depresion en el margen de la boca. El vidrio debe ser
necesariamente resistente al calor. Existen desde 1 mI. hasta 4000 mIL de
capacidad.

Varillas de vidrio macizo. Son fragmentos de 30 a 60 cm que sirven
para la confeccion de agitadores o baguetas. Las varillas cortas de 20 cm
pueden utilizarse como mangos para las asas de siembra.

Frascos reactivos. Frascos de vidrio de paredes gruesas,
transparentes o de color ambar. Son cilindricos, tienen cuello estrecho y
tapones de cristal esmerilado. Algunos poseen tapas especiales para
facilitar su vaciado, y su tamafio varfa de 25 mI.a 1000 mL. Enlos frascos
pequenos se pueden almacenar HCI, H,SO,, CCly, etc. En los frascos
grandes se pueden almacenar reactivos desinfectantes u otros reactivos.

Frascos goteros. Tienen una capacidad de 50 mL. Pueden ser de
vidrio claro o ambar, y sus tapones son ranurados para que su contenido
salga gota a gota cuando se inclinan. Se pueden utilizar para colorantes o
para indicadores.

Picetas. Son botellas plasticas de color blanco con una especie de
cafo que al presionar el frasco permite que elliquido salga con fuerza. Se

utilizan paralavar laminas portaobjetos con tinciones.



Portaobjetos y cubreobjetos. 1.os portaobjetos son laminas de
vidrio transparente de forma rectangular y de minimo grosor. Los
cubreobjetos son finisimas laminillas de mucho menor tamafio que los
portaobjetos y pueden ser de forma rectangular, cuadrada o circular.
Ambos son material indispensable para la observacion microscopica de
las bacterias u otros organismos.

Jarra de Brewer. Se denomina también campana de anaerobiosis y
esta  constituida por una tapa de baquelita en cuya parte inferior
presenta una canastilla que contiene granos de paladio. El cuerpo es un
cilindro de vidrio en cuyo interior se colocan los tubos o placas de Petri.
Lajarraes cerrada herméticamente mediante una abrazadera de metal.

Asas de siembra. Tiene mango de vidrio o de metal aislante del calor,
y un alambre o aguja de micrén resistente a elevadas temperaturas. Se
usan en la siembray trasplante de bacterias y hongos.

Mangos de Kolle. Son vistagos de metal con una cubierta aislante del
calor y en el extremo proximal, una tuerca para insertar el alambre de
platino o micrén en el asa de siembra. Pueden ser reemplazados por
mangos de vidrio.

Alambres de platino en aroy en punta. Pueden ser acoplados a los
mangos de Kolle. Se utilizan para la siembra de microorganismos y
resisten altas temperaturas, tienen la cualidad de calentarse rapidamente
cuando es sometido al calor.

Canastillas o cestos de metal. 1as mejores son de aluminio.
Favorecen el almacenamiento de tubos de prueba en medidas
conocidas, sin riesgo de roturas. De igual forma, se usan para el
transporte de materiales de un ambiente a otro.

Gradillas. Permiten una mayor estabilidad a los tubos de ensayo,
evitando accidentes. Son de diferentes tamafios y formas, también se le
denominan portatubos.

Soportes universales. Tienen tenazas y aros de metal para asegurar
cuellos y bases de matraces, beackers, etc. Son de metal, de preferencia de
fierro, y son muy buenos soportes de recipientes sometidos al

calentamiento.



Tripodes. Son de metal, de preferencia de fierro. Son muy buenos
soportes de recipientes sometidos al calentamiento. Tienen variada
altura y diametro.

Rejilla 0 malla metdlica. Es una malla de alambre galvanizado,
resistente a la corrosion a elevadas temperaturas. Se coloca sobre el
tripode.

Mecheros. Estos pueden ser de dos tipos. Se trata de los de alcohol y
el Busen. A continuacion, se explicara su composicion y funcion.
Mecheros. Estos pueden ser de dos tipos. Se trata de los de alcohol y el
Busen. A continuacion, se explicara su composicién y funcion.

Mechero de alcobol. Constituido de un recipiente de vidrio borosilicato y
una tapa de metal por donde se introduce la mecha.

Mechero Bunsen. Fue inventado por el aleman Robert Bunsen en 1866.
Este mechero funciona a gas y es uno de los instrumentos mas utiles en
el laboratorio. Existen diferentes tipos de mecheros, algunos tienen
regulacion de gas y otros no. Los que se usan en laboratorio son simples,
no regulan el gas y queman gas propano.

Autoclave. Consta de una caldera de acero o de cobre batido
estaflado interiormente, protegida por una camisa metalica de cobre;
quedando formado de paredes dobles. En su base esta instalada la fuente
calorica (gas o electricidad). Asimismo, a una distancia del fondo del
recipiente, esta la placa cribosa para apoyo del material y parala salida del
vapor; en la parte superior se halla la tapa que es pesada (de bronce
fundido) en cuyo borde interno esta adaptado un arandel de caucho para
el cierre hermético del aparato. Los tornillos o bulones en el margen
superior refuerzan el cierre, evitindose el escape del vapor. Presenta,
ademas, los siguientes elementos: (a) un manémetro (que marcalas libras
de presion); (b) una valvula de seguridad; © un termémetro y (d) una
llave o espita (parala salida del aire y vapor al empezar a hervir el agua).

El vapor de agua se aplica en una camara cerrada en la que existe un
generador de vapor; cuando este se produce, desplaza el aire, que sale
por un orificio que se cierra en el momento en que ya sale vapor.

Posteriormente, se consigue la presion deseada, teniendo en cuenta que



el vapor a 1 atm de presion correspondea 121°C de temperatura. Esta
temperatura, aplicada durante 15 o 20 minutos, o una temperatura de
134 °C durante 7 minutos, destruye todas las formas vegetativas y
esporuladas.

El autoclave requiere de indicadores que comprueben que en el
interior del recipiente se han dado las condiciones deseadas de
temperatura y tiempo. Los indicadores de esterilizacién mas usados son
dos. Estos son los que siguen: productos quimicos (que cambian de
color segtin los niveles alcanzados) y esporas de ciertas bacterias.

Horno Pasteur. Es un aparato muy utilizado en la esterilizacién por
calor seco. Es cilindrico, de metal, de triple pared. De estas dltimas, la
intermedia es mas corta que las otras dos, quedando formada por dos
cajas paralelas (concéntricas) que se comunican por la parte superior.
Adicionalmente, la parte inferior del cilindro hace fondo. Las paredes
son metalicas y revestidas de planchas de asbesto al igual que la puerta.
Por los lados o al fondo, entre las paredes media y externa, se halla un
colector de mechero multiple o juego de resistencia (fuente calorifica).

Espectrofotometro. Es un instrumento que permite medir la
intensidad de la luz transmitida y se utiliza mucho en analisis
bioquimicos. Las sustancias disueltas tienen determinados colores
porque absorben ciertas longitudes de onda de luz y dejan pasar otras.
Por ejemplo, la hemoglobina tiene color rojo porque absorbe los colores
complementarios del rojo, es decir, las longitudes de onda mas cortas del
azuly el verde.

Potenciometro. Es un aparato utilizado para medir el pH de
soluciones buffer, fluidos biolégicos, medios de cultivo, entre otros. La
determinacion de pH consiste en medir el potencial que se desarrolla a
través de una fina membrana de vidrio que separa dos soluciones con
diferente concentraciéon de protones.

Contador de colonias. 1.o mas dificil en la determinacién de una
colonia es el conteo en las placas de Petri. El contador de colonias
soluciona este problema convirtiéndose en un auxiliar indispensable
para todo laboratorio microbiolégico. Ademas, no ocasiona problemas

con sumecanismo de conteo.



Refrigeradoras y congeladoras. Son incubadoras de temperaturas
frias. Se requieren para almacenar medios de cultivo, sueros y reactivos
especiales. Ias congeladoras se requieren para almacenamiento mas
prolongado de sueros, enzimas, etc. Deben localizarse lejos de los
hornos de aire caliente, de radiadores de tuberias de agua caliente.

Estufas de cultivo. Sirven para realizar el proceso de incubacion, que
brinda una temperatura adecuada para que los microorganismos
permanezcan viables y se desarrollen. Existen dos métodos de
incubacion:

* Incubacién por calor seco: Se realiza en incubadoras e incluso en
hornos. Las incubadoras y los hornos se basan en los mismos
principios, y son diferentes en la temperatura que puede obtenerse en
su interior. Usualmente, se denomina horno al aparato que es capaz
de soportar temperaturas de 100 °C o mas. El mas conocido es el
horno Pasteur.

* Incubacion por calor humedo (bano Maria): El llamado bafio Marfa
presenta un dispositivo enrollable que es sumergido en el agua y la
calienta. La fuente de calor es por medio de una corriente de
conveccion, lo que permite que el agua se caliente en forma mas

uniforme.

3.1 Manejo delos equipos enellaboratorio de Microbiologia

3.2.1 Microscopio

- Obtener una muestra de sarro dentario con asa bacteriologica estéril.

- Homogenizar la muestra en solucion salina fisiologica estéril (1 gota)
sobre una lamina portaobjetos.

- Cubrir el preparado con laminilla. Se obtiene un preparado en fresco
para examen directo.

- Enfoque y observe al microscopio con objetivos de: 3,5 X, 10 X'y
40X.



3.2.2 Horno Pasteur

Colocar en el horno el material a esterilizar debidamente
acondicionado.

Cerrarla puerta y encender la fuente calorifica.

Graduar la temperatura del horno a 180 °C y mantener el material

por espacio de 2 horas.

Precauciones en el manejo

No abrir la puerta del horno mientras la temperatura en su interior se
mantenga elevada. Un cambio brusco de la temperatura puede causar
destrozos del material de vidrio.

Cuidar de no elevar excesivamente la temperatura. De esta manera, se
evitarala carbonizacion del papel y tapones de algodon.

No colocar materiales que pueden ser destruidos por la temperatura

como delantales, guantes de goma, etc.

3.2.3 Autoclave
Depositar agua en la caldera hasta unos centimetros de la parrilla.

Colocar el material a esterilizar en la canastilla.

Cerrar la tapa y asegurar el cierre. Para ello, se ajustan los tornillos o
mariposas tomando de dos en dos tornillos diagonalmente opuestos.
Dejar abiertala espita.

Encender la fuente de calor.

Cerrar la espita cuando se produzca un flujo de vapor continuo.
Observar el manémetro y mantener la presion en 15 libras mediante
el control de la temperatura (121 °C) durante 15a 20 minutos.

Iniciar la cuenta del tiempo en el momento que se consigue la
temperatura yla presion deseada.

Apagar el sistema de calefaccion después del tiempo de esterilizacion.
Dejar enfriar hasta que el manémetro marque cero.

Abrir la espita para que salga el exceso de vapor de agua.

Aflojar los tornillos y levantar la tapa poniéndose detras del aparato

para evitar quelos vapores lleguen ala cara del operador.



Precauciones en el manejo:

Para evitar la pérdida de material por ebullicién se recomienda no
llenar los recipientes.

No colocar los materiales muy juntos. Es preferible dejar espacios
libres para favorecer la circulacion del vapor.

No bajar la presion abriendo la espita. Esta medida puede ocasionar
pérdida de material y ruptura de los recipientes de vidrio por el

cambio brusco dela presion.

3.2.4 Estufa

Colocar en la estufa el material por incubar: placas de Petri o tubos de
ensayo con el medio de cultivo inoculado.

Cerrarla puertay encender la fuente calorifica.

Graduar la temperatura deseada y mantener el material en incubacion

durante 24,48 horas o mas tiempo si es requerido.

3.2.5 Bafo Maria

Colocar la cantidad de agua suficiente en la canastilla del equipo.
Encender la fuente calorifica.

Graduar la temperatura deseada.

Colocar dentro del agua el material por calentar y mantenerlo durante

el tiempo deseado.

3.3 Esterilizaciéon del material de uso en el laboratorio de
Microbiologia

3.3.1Placas de Petri

Empaquetar las placas de Petri que contienen material contaminado o
de descartey esterilizar en autoclave a 121 ° C durante 20 minutos.
Eliminar los restos de agar y lavar las placas de Petri con detergente,
enjuagar y dejar secar.

Envolver con papel y asegurar con pabilo.

Esterilizar en el horno a 180° C durante dos horas.



3.3.2 Tubos de ensayo

En una canastilla o un deposito que los sostenga depositar los tubos
que contengan material contaminado o de descarte.

Esterilizar en el autoclave a121 °C durante 20 minutos.

Eliminar los restos de agar y lavar los tubos de ensayo con detergente,
enjuagar ydejar secat.

Taponar los tubos con algodéon no graso, de modo que el tapén ajuste
perfectamente y facilite su uso posterior.

Envolver con papel. De preferencia, formar grupos de seis tubos,
envolver y asegurar con pabilo.

Esterilizar en el horno a 180° C durante dos horas.

3.3.3 Matraces

Esterilizar en autoclave los matraces que contienen medios de cultivo
recién preparados o cultivos de descarte.

Eliminar los restos de agar, lavar con detergente, enjuagar y dejar
secar.

Colocar tapones de algodén no graso, de modo que el tapoén ajuste
perfectamente y facilite su uso posterior.

Esterilizar en el horno a 180° C durante dos horas.

3.3.4 Pipetas

Colocar un tapon de algodén ligeramente ajustado en el orificio
superior de las pipetas.

Envolver con tiras de papel de 3 cm, de modo que cubran totalmente
las pipetas.

Esterilizar en el hornoa 180 °C durante 2 horas.



4. Apéndice

Figura 2. Equipos de uso en microbiologia: (a) autoclave, (b) estufa, (c)
horno, (d) espectrofotémetro.



Fignra 3. Equipos de uso en microbiologia: (a) potenciémetro, (b)
refrigeradora, (c) microscopio binocular, (d) contador de colonias, (e)
microscopio monoculary (f) bafio marfa.
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PRACTICA III
EL MICROSCOPIO

1. Introduccién
El microscopio es indispensable en el laboratorio de Microbiologia para
el estudio de la morfologia y estructura de los microorganismos, asi
como su reaccién a diferentes colorantes. Esto, junto con otros criterios,
permitira su identificacién. Por lo tanto, es importante conocer su
adecuado manejo.

Anthony van Leeuwenhoek, en 1676, gran apasionado en pulir lentes
que utilizaba para examinar gran variedad de materiales, fue el primero
en observar bacterias y protozoarios en agua de lluvia, en infusiones
diversas y en su sarro dental. L.a maxima amplificaciéon que logrd
Leeuwenhoek en los diversos microscopios que construyé fue de 300
didmetros. La perfecciéon del moderno microscopio compuesto facilita
el estudio de la morfologia de microorganismos y de algunas de las
grandes estructuras de la célula bacteriana. A finales del siglo XIX,
surgieron avances importantes en microscopia, periodo de gran
progreso en Microbiologia (Granados, E. & Villaverde, 1977; Mendo,
1999; Moreno & Silva, 2008).

2. Obijetivos

Conocer las parte del microscopio y su funcionamiento.

3. Microscopio Optico

La Microbiologia se ha podido desarrollar a partir de la apariciéon y
progreso del microscopio. Podemos encontrar un microscopio simple
que no es mas que una lente biconvexa, o un microscopio compuesto,
que emplea dos sistemas de lentes separadas, consiguiendo con ello
mayor aumento.

Los microscopios se clasifican basicamente en dos grupos en funcién
del tipo de luz utilizada y amplificacion: (a) microscopio de luz éptica y

(b) microscopio electrénico. El microscopio mediante el cual la



amplificacion de la imagen se obtiene por un sistema de lentes 6pticas
corresponde alos microscopios de luz.

El microscopio mediante el cual la amplificacién de la imagen se hace
a través de un haz de electrones en lugar de ondas luminosas
corresponde al microscopio electrénico.

Los diversos componentes del microscopio optico pueden ser
agrupados en cuatro sistemas. Estos son los que siguen: (a) sistema de
soporte, (b) sistema de aumento, () sistema de iluminacién y (d) sistema
de aumento. A continuacién se explicara cada uno de estos.

* Sistema de soporte: Pie, bastidor, revolver portaobjetivos, platina.

 Sistema de aumento: Objetivos, oculares.

* Sistema de iluminacién: Fuente luminosa, espejo, condensador,
diafragma, filtros.

* Sistema de ajuste: Tornillo macrométrico, tornillo micrométrico,
condensador, elevador del diafragma iris, reguladores de la platina

mecanica, tornillos para centrar el condensador.

Sistema de aumento. 1.a amplificacién de la imagen en un
microscopio Optico se obtiene mediante dos sistemas de lentes
convergentes. Un primer sistema de lentes situados en el extremo
inferior del tubo del microscopio, justo por encima de la muestra que se
halla sobre la platina, se denomina objetivos, y forman la imagen real del
objeto que se esta observando. El poder de aumento de cada uno de ellos
es indicado por un nimero grabado; por ejemplo, 40 indica un aumento
del objetivo de 40 veces.

El segundo sistema de lentes que se sitda en el extremo superior del
tubo del microscopio esta mas alejado de la muestra y mas proximo al
0jo humano. Son los oculares y se encargan de ampliar la imagen real
formada por el objetivo originando una imagen virtual, que es la que
percibe el ojo humano. La amplificacién del ocular suele venir indicada

enla parte superior dellente ocular o enlalateral.



Poder de aumento del microscopio. Se calcula multiplicando el
aumento del objetivo por el del ocular. Por ejemplo, si se emplea un
objetivo que tiene 45 de aumento y un ocular con 10 de aumento, el
poder de aumento del microscopio sera de 450.

Poder de resolucion del microscopio. Es la distancia entre dos
estructuras de un espécimen en la cual todavia se pueden observar como
estructuras separadas en la imagen amplificada. La resolucion se define
como el espacio de maxima aproximacion entre dos puntos en el que ain
se puede observar con claridad como dos entidades independientes. Si se
les acerca un poco mas, ya no se distinguen, y se les ve como un solo
punto.

El poder de resoluciéon esta sujeto a la longitud de onda (A) del
espectro de luz visible y a la propiedad de las lentes conocidas como la
abertura numérica (AN). El limite del poder de resolucion de un
microscopio es aproximadamente igual a 0.61 L/AN, que para un
microscopio 6ptico es alrededor de 200 nm. A menor longitud de onda
de luz y mayor la AN de las lentes, sera mejor el poder de resolucion del
microscopio.

Abertura numérica de un objetivo. Depende del indice de
refraccion (N) del medio que llena el espacio entre el espécimen yla parte
frontal del objetivo, y del angulo () de los rayos de luz mas oblicuos que
pueden entrar al objetivo. Usando una lente con mayor abertura
numeérica, se obtiene mayor poder de resolucién. AN =N x Sen p./2

El aire tiene un indice de refraccion de 1, que limita la resolucion que
se puede obtener, pero se puede incrementar la abertura numérica
colocando aceite de inmersion entre el espécimen y el objetivo. Con ello,
se aumenta el poder de resolucion del microscopio.

Aceite de inmersion. Sobre el preparado que se va a observar se
coloca una gotita de aceite de cedro yluego se desciende el objetivo hasta
tocar la gota, de tal manera que el medio entre el objetivo y el punto
objeto es el aceite. Este tiene un indice de refracciéon de 1,5, lo que
aumenta considerablemente la abertura numérica. La observacion de

algas, hongos y protozoos se puede hacer con los objetivos secos, en los



que el aire ocupa el espacio entre el espécimen y el objetivo, pero para
observar las bacterias con suficiente detalle se requiere el uso de un
objetivo de inmersion de aceite.

Iluminacion. La iluminacién es esencial para aprovechar
adecuadamente los aumentos y la resolucién de un microscopio. La luz
procedera de la fuente de iluminacion que se situara en la parte mas baja
del microscopio. Dicha luz penetrara en el condensador y este llegara al
objetivo que lo amplificara, asi pues debera llegar un cono de luz muy
grande para que su amplificaciéon sea mayor. Este tamafio de cono de luz
que llega al objetivo se podra controlar con el diafragma situado
inmediatamente debajo del dispositivo condensador. Si, por ejemplo, el
diafragma estuviera completamente abierto, se perderia contraste y
nitidez.

Si se utiliza el objetivo de inmersion, la distancia de trabajo es muy
pequena y, en estos casos, hay que abrir mas el diafragma para facilitar

una mayor amplificaciéon que aumente el maximo poder de resolucion.

4. Procedimiento

Observarlas muestras preparadas por el profesor

5. Cuestionario

a) Hacer un esquema del recorrido de la luz a través de un microscopio
optico compuesto de campo claro.

b) Consultar el fundamento de microscopia electronica, microscopia en
campo oscuro, microscopia de luz ultravioleta, microscopia de
contraste de fases y microscopia por fluorescencia.

¢) Mencionar ejemplos de la utilidad de las anteriores microscopias.

d) Describir brevemente los tipos de microscopio electronico.

e) Consultar dos técnicas de preparacion de muestras biologicas para ser

observadas con microscopio electrénico.
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PRACTICA IV
OBSERVACION DE MICROORGANISMOS EN LA NATURALEZA

1. Introduccion

El Reino Protista, definido en el sistema de clasificacién de Haeckel
(1866), comprende alas bacterias, hongos, algas y protozoos. El término
microorganismo comprende ademas de los grupos anteriores a los virus,
que son considerados como entidades microscopicas no vivas. Todos
estos presentan diversas formas y tamaflos, pero se caracterizan porque
para observarlos y estudiarlos como organismos individuales, se
requiere el uso del microscopio (Castaneda, 2009; Madigan, Martinko, &
Parker, 2004).

Los microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Sus habitats naturales son extremadamente diversos.
Practicamente se encuentran en todas partes: en el agua, en el aire, en el
suelo, en los alimentos, algunos pueden vivir en el interior de plantas y
animales, sobre la piel de humanos y, en general, sobre cualquier material
que les proporcione materias nutritivas si las condiciones de humedad y
temperatura son favorables para su desarrollo y multiplicacién
(Castaneda, 2009; Madigan, Martinko, & Parker, 2004).

Existen muchos habitats donde, debido a las extremas condiciones
fisicas o quimicas, no se encuentran organismos superiores. Sin
embargo, en ellos pueden existir microorganismos que, en algunos
casos, incluso, crecen mejor ah{ (Castafieda, 2009; Madigan, Martinko, &
Parker, 2004).

2. Objetivo
Demostrar la presencia de diversos tipos de microorganismos en la

naturaleza.



3. Materiales

- Frascos que contengan agua estancada
- Portaobjetos y cubreobjetos

- Asabacteriolégica

- Pipeta Pasteur

- Microscopio

4. Procedimiento

* Poner en el centro de un portaobjetos limpio una gota del agua
estancada.

* Colocar sobre la gota de agua un cubreobjetos, cuidando que no se
formen burbujas de aire.

* Observar al microscopio utilizando primero el objetivo de bajo
aumento y posteriormente mediano aumento.

 Dibujarlo observado.

5. Cuestionario

a) ¢A qué se debe la amplia distribucion de los microorganismos?

b) ¢En qué forma pueden transferirse los microorganismos de un lugara
otro?

©) ¢Qué caracteristica comuiin poseen los microorganismos?

d) ¢Qué propiedades de un microorganismo determinan su caracter util
o perjudicial?

e) ¢Qué importancia tiene la distribucién de los microorganismos en la

Ingenierfa Ambiental?
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PRACTICAV
OBSERVACION DE BACTERIAS

1. Introduccién

Leewenhoek realiz6 observaciones de microorganismos hacia fines del
siglo XVII. Hasta entonces solamente se podia especular de la existencia
de agentes infecciosos mas pequefios que lo que el ojo humano podia
distinguir. Desde ese momento, el microscopio 6ptico se ha
transformado en una herramienta muy importante en la determinacion y
clasificacién microbiana. Muchos agentes microbianos pueden ser
identificados en forma confiable con solo unas pocas coloraciones y un
microscopio basico. La coloracion de Gram aun es el método individual
mas eficiente y econémico para el diagnéstico rapido y precoz de un tipo
bacteriano (Carreno, 2010; Castafieda, 2009; Madigan, Martinko, &
Parker, 2004).

2. Objetivos

* Reconocerla morfologia de las bacterias.

* Adquirir destreza enla obtencion de un frotis.

* Describirlas técnicas de coloracion simple y compuesta.

* Adquirir destreza enla tincion de Gram.

3. Procedimiento

3.1 Obtenciéndeun frotis

El frotis constituye la extension y fijacién de la muestra sobre una
lamina portaobjetos limpio y desengrasado. A continuacion, se explica el
procedimiento,

Extension. Se coloca en el centro de una limina portaobjetos una
gota del cultivo liquido. Si el cultivo fuera sélido, se coloca previamente
una gota de solucion salina o agua destilada sobre la lamina portaobjetos,
y sobre ella se emulsiona una pequefia porcion de una colonia tomada
con el asa de Kolle. En ambos casos, se extiende la muestra formando
una capa delgada y uniforme, procurando no llegar al borde o extremo

¢de la lamina.



Fijacion. Tiene por objeto adherir el extendido al portaobjeto y
evitar que sea arrastrado durante el lavado. Se puede fijar el frotis por el
calor suave del mechero. En la Figura 4, se presenta la técnica para la
obtencion de un frotis. Esta consiste en los siguientes pasos : (a) flamear
el ansa microbiologica, (b) colocar una gota de solucion salina esteril en
una lamina portaobjetos, (c) tomar una colonia de la placa de Petri, y (d)
realizar una emulsion, luego extender la muestra sobre lalaminay fijar

la muestra al calot.

Fignra4. Técnica parala obtencion de un frotis. Tomado de Brock. Biologia
de los microorganismos (p. 110), por M. Madigan, ]. Martinko, y J. Parker,
2004, 10." ed., Madrid, Espafia: Pearson Educacién, S. A.



3.2 Coloracién simple

Es aquella en la cual se usa un solo colorante. Por ejemplo, se puede

considerar azul de metileno, fucsina, safranina, etc. El procedimiento se

lista a continuacion.

Procedimiento

v

v

En unalamina portaobjetos realizar el frotis de la muestra.

Agregar al frotis unas gotas de colorante azul de metileno y dejar
actuar durante tres a cinco minutos.

Lavar el frotis a chorro de agua.

Secar el frotis a temperatura ambiente o al calor suave del mechero.

v Observar al microscopio y esquematizar.

3.3 Coloraciéon compuesta: técnica de Gram

Coloracion compuesta es aquella que utiliza mas de un colorante. La

mas comun es la tincién de Gram, donde las bacterias se tifien con cristal

violeta de genciana, que al mezclarse con el lugol forma un complejo que

es retenido y no es eliminado por el alcohol acetona en las bacterias

Gram positivas. Sucede lo contrario en las Gram negativas (ver Figura 5).

Procedimiento

v

En una lamina portaobjetos limpia colocar una gota de cultivo o
muestra y realizar el frotis.

Cubrir el frotis con violeta de genciana y dejar actuar durante tres
minutos.

Lavar a chorro de agua, cubrir luego con lugol y dejar actuar durante
un minuto.

Lavar a chorro de agua y decolorar rapidamente con alcohol acetona.

v Lavary cubrir el extendido con safranina y dejar actuar durante 30 a 60

segundos.

Lavar a chorro de agua y secar a temperatura ambiente o al calor suave
del mechero.

Observar al microscopio utilizando objetivo de inmersion.

Comparary esquematizar
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Fignra 5. Técnica de tincién de Gram. Tomado de Brock. Biologia de los
microorganismos (p. 59), por M. Madigan, ]. Martinko, y J. Parker, 2004, 10.
ed., Madrid, Espana: Pearson Educacion, S. A.



4. Cuestionario

¢Cual es el fundamento de la tinciéon de Gram?

5. Apéndice

Reactivos para la tincion de Gram

A) Violeta de Genciana de Hucker

Soluc. A { Violeta de Genciana..............coocoioioi, 20¢g
otuc. ALCORO] @ICO -+ veveeeeeeiei e 20’0 ml.

| { Oxalato de AMONIO < oo 0,8¢g
Soluc. B Agua destilada ... 80,0 mlL.

B) Solucion de safranina

Safranin 0,25 ¢g
Alcohol etiliCO ....ovoioioeoo e, 10,0 mL
Agua destilada ... 100,0 mL.

YOdO 10¢g
Yoduro de potasjo ........................................................................... 2’0 g
Agua destilada oo 300’0 ml.

D) Alcohol acetona

Alcohol de 95 e 70,0 ml..
Acetona ................................................................................... 30,0 mL
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PRACTICA VI
MEDIOS DE CULTIVO

1. Introduccién

Medio de cultivo es un sustrato que permite el desarrollo y
multiplicacion de los microorganismos por un tiempo prudencial y a una
temperatura adecuada. Todo medio de cultivo debe contener una fuente
de carbono y de nitréogeno. Asimismo, debe presentar un equilibrio
acido-base (pH) y estar libre de microorganismos contaminantes
esterilizados en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion, por 15 a 20
minutos (Carreno, 2010; Granados & Villaverde, 1977; Moreno & Silva,
2008).

1.1Clases de medios de cultivo seguin su naturaleza

Existen dos clases: (a) naturales y (b) artificiales. A continuacion, se
explicara cada una de ellas.

Naturales. Pueden ser de origen animal y de origen vegetal. En el
primero, se tienen laleche y los huevos. En el segundo se encuentran, por
ejemplo, papas.

Artificiales. Son aquellos que tienen una composicién quimica

conociday constante. Ejemplo de ello es Agar Tripticasa soya.

1.2 Clases de medios de cultivo segun su utilidad
Medios comunes. Permiten el desarrollo de una gran variedad de
microorganismos. Entre ellos estan el caldo comun, agar comun, caldo

nutritivo y agar nutritivo.

Caldo comun (g/L)

Peptona 10,0

N A e 5,0

Agua destilada €SP ..o 1000 mL

PH 7,0

5



Agar comun (g/L)

Peptona ... 10,0
INACLL. e 5,0

ANAT 15,0
Agua destiladacsp . 1000 mL
pH 7.0

Caldo nutritivo (g/L)

Peptona ... 10,0
NACL e 5.0
EXtracto de CALNC oo, 3,0

Agua destilada G v 1000 ml.
pH ............................................................................................................... 7,0

Agar nutritivo (g/L)

Peptona ... 10,0
INQCL e 5,0

AAGAT 15,0
EXEractO d@ CATIC oo oveoeeoee oo 3’0

Agua destilada €SP - 1000 ml.
pH ................................................................................................................ 7,0

Medios especiales. Pueden ser de cuatro tipos. Estos son los que
siguen: (a) mejorados o enriquecidos, (b) selectivos o de aislamiento, (c)
selectivos diferenciales y (d) diferenciales

Medios mejorados o enriguecidos. Son aquellos a los que se les agrega

fluidos organicos como sangre, yema de huevo, suero, etc.

Agar sangre
Agar comun fluidificado y enfriado a 45 °C ... 95 mL
Sangre citratada ... 5mL

Medios selectivos o de aislamiento. Facilitan el desarrollo de un
determinado grupo de microorganismos e inhiben a otros

acompafiantes; por ejemplo, agar Chapman, agar azida de sodio.



Agar Chapman (g/L)

Peptona............. 10,0

Extractode carne ... 1,0

NaCl 75,0

MANTEOL oo 10,0

AZAL 15,0

Agua destilada ... 1000 mlL

Rojo de fenol ... 2,5 ml (pH 6.8 amarillo,
pH 8.4 rojo)

PH 7.4

Medios selectivos diferenciales. Son semejantes a los de aislamiento,
pero contienen un sustrato definido y un indicador de pH. Permiten el
desarrollo de un determinado grupo de microorganismos y, a la vez, los

diferencian segun la utilizaciéon del sustrato; por ejemplo, agar Mac

Conkey, agar SS.

Agar Mac Conkey (g/L)

Peptona...........cooiiiiii 17,0

Peptona proteosa ... 3.0

Lactosa ... 10,0

Sales biliates ... 1,5

Cristal VIOIEta «..ovoovvioivoiioiiiic 0,001

NaCl oo 5,0

AZAL o 15,0

Agua destilada cSp ... 1000 ml.

ROJO NEULIO oo 0,03 (pH 6.8 rojo,
pH 8 incoloro)

PH o 7.1

Medios diferenciales. Permiten poner de manifiesto alguna
propiedad bioquimica de los microorganismos. Tienen un sustrato

definido y unindicador de pH. Ejemplo de ello son agar TSI, agar LIA.
Agar LIA (Agar lisina hierro) (g/L)

Peptona ... 5.0
Extracto de Levadura



DEXtrOSA coovovoo 1,0

TASTNA oo 10,0
Citrato amonico férrico ..o 0,5
Tiosulfato de SOdIO «oivovovooooeee 0, 04
Purpura de bromocresol ..o 0, 02
Agar ................................................................................ 15 g
ALGUA o 1000 ml.
pH ................................................................................... 6,7

1.3 Clases de medios seguin su consistencia

Liquidos. Se utilizan preferentemente para favorecer el desarrollo
bacteriano de células estresadas. En determinadas ocasiones no se
pueden sustituir por los medios sélidos, por ejemplo en la sintesis de
exotoxinas, pigmentos, enzimas, etc.

Solidos. Son aquellos que tienen un solidificante llamado agar, que es
un polisacarido extraido de las algas marinas pardas y tiene la propiedad
de licuarse a 80-100 °Cy de solidificarse a 40 °C. Asimismo, el agat no es
degradado por las bacterias.

Semisolidos. Son aquellos que contienen entre 0,32 0,5 % de agar. Se
utilizan para estudiar la motilidad de las bacterias. Tienen un menor
porcentaje de agar, por lo que no solidifican totalmente a la temperatura

ambiente.

2. Obijetivos

* Diferenciar los medios de cultivo de mayor uso en el laboratorio de
Microbiologfa.

* Adquirir destreza en la preparacion y esterilizacion de medios de

cultivo.

3. Procedimiento
3.2 Preparaciény esterilizacion de medios de cultivo

v Pesar cada uno de los componentes del medio de cultivo, llevarlos
haciaun matraz yadicionar la cantidad de agua destilada requerida.

v Disolver en bafio Maria.



v Enfriary ajustar el pH segin convenga.

v Pesar cada uno de los componentes del medio de cultivo, llevarlos
haciaun matraz yadicionarla cantidad de agua destilada requerida.

v Disolver en bafio Marfa.

v Enfriary ajustar el pH segtin convenga.

v Colocar un tapén de algodén en el extremo superior del matraz,
cubrirlo con papel y asegurar con pabilo.

v Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion durante 15

minutos.

3.3 Metodologia para servir medios de cultivo
a. Se debe fluidificar los medios sélidos al calor, enftiara 50 °C, y frente a
la llama del mechero servir en placas de Petri, en tubos o en viales
previamente esterilizados. Asimismo, hay que dejar solidificar. En el caso
delos tubos y viales, se colocaran sobre una superficie inclinada.
b. Se debe servir los medios liquidos en tubos o en viales previamente

esterilizados.

3.4 Control de esterilidad de los medios de cultivo servidos
a. Acondicionar los medios de cultivo servidos e incubar durante 24
horasa 30 °C.
b. Observar y descartar los medios que presenten desarrollo de algin

microorganismo (contaminante).
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Figura 6. Metodologia para preparar, esterilizar, servir y controlar medios
de cultivo solidos y liquidos. Tomado de Manual de pricticas de microbiologia
industrial (p. 29), C. Carreno, 2010, Lambayeque, Perd: Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Referencias

Carrefio, C. (2010). Manual de pricticas de microbiologia industrial.
Lambayeque, Pert: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Granados, E. & Villaverde, C. (1997). Microbiologia. Madrid, Espafia:
Editorial Paraninfo.

Madigan, M., Martinko, J., & Parker, J. (2004). Brock. Biologia de los
Microorganismos (10.* ed.) Madrid, Espafia: Pearson Educacion, S.A.

Moreno, M. & Silva, T. (2008). Manual de pricticas de microbiologia general.
Lambayeque, Pert: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.



PRACTICA VII
SIEMBRA Y AISLAMIENTO DE BACTERIAS

1. Introduccién

Sembrar es la acciéon de poner una bacteria en contacto con un medio
adecuado o sustrato que permita el desarrollo de colonias. Los objetivos
de la siembra pueden ser dos. Estos son los que siguen: (a) para
aislamiento y (b) para trasplante.

La siembra para aislamiento se realiza cuando se desea estudiar la
muestra. Porlo comun, esta presenta una mezcla de bacterias por lo que
es preciso separar (aislar) los microorganismos. Generalmente, se utiliza
la técnica de agotamiento en superficie solida o aislamiento en estria
simple. Cuando se desea contar el nimero de bacterias se utiliza la
técnica de placa vertida. La siembra para trasplante ocurre cuando el
material motivo de estudio contiene una sola especie microbiana (cepa).
También, se denomina repique. El objetivo es el mantenimiento del
microorganismo conocido cambiandolo a un nuevo medio de cultivo.

Por otro lado, la siembra por trasplante puede ser de cuatro modos.
Estos son los que siguen: (a) de un medio sélido a otro medio sélido, (b)
de un medio solido a un medio liquido, (c) de un medio liquido a otro

medio liquido y (d) de un medio liquido a un medio sélido.

2. Objetivos

* Realizar una siembra por agotamiento en superficie solida o
aislamiento en estria simple.

* Realizar unasiembra por difusion en placa o placa vertida.

* Obtener un cultivo puro de bacterias.

3. Procedimiento

3.1 Siembra por agotamiento en superficie solida o aislamiento
en estria simple.

Se realiza para obtener colonias individuales de bacterias a partir de

una muestra bioldgica. A continuacion, se presenta el procedimiento.



v Tomar una alicuota de la muestra (in6culo) y depositarla en uno de los
extremos superiores de la placa de Petri que contiene medio de cultivo
agar nutritivo previamente servido y controlado.

Realizar movimientos en zig zag (estrfas) muy juntos en el primer
tercio de la placa para agotar el indculo; posteriormente, realizar
estrias muy separadas de un extremo a otro lado de la placa no
tomando nuevo inéculo ni levantando el asa hasta concluida la

siembra en todala placa.

v Incubara 37°C (olatemperatura requerida por la bacteria) durante
24 horas.

Figura 7. Siembra por la técnica de agotamiento y estria. Tomado de
Manual de pricticas de microbiologia industrial (p. 31), por C. Carrefio, 2010,
Lambayeque, Pera: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

3.2 Siembra por difusién en placa o placavertida

Se utiliza para realizar el recuento total de bacterias de una muestra

biolégica.

v Depositar 0,1 mL (0,5 mL, 1 mL) de la muestra sobre la superficie de
una placa de Petri estéril y vacia.

v Agregar 10 mL de agar nutritivo licuado y enfriado a 45— 50 °C.

v Homogenizar por movimientos de rotaciéon de la placa de Petri para la
dispersién de microorganismos en forma mas o menos homogénea,
hastala solidificacién.

v Incubara 37 °C durante 24 horas.

v Realizar el recuento de colonias.



3.3 Obtencioén de un cultivo puro de bacterias

En este apartado se presentard el tratamiento de la muestra.
Asimismo, los modos de aislamiento (Madigan, Martinko, & Parker,
2004; Carrefio, 2010).

Tratamiento de la muestra. Para estudiar las bacterias se necesita poder
cultivarlas en condiciones de laboratorio y, por lo tanto, inicialmente
deben ser aisladas. Por ello, se debe disponer de muestras biolégicas que
pueden ser de varios tipos:

* Muestras que contienen abundante numero y tipo de
microorganismos en las que previamente se deben realizar diluciones
en solucién salina fisiologica estéril (por ejemplo, suelo).

* Muestras que no contienen suficiente cantidad del microorganismo
que se desea investigar, por lo que previamente se deben enriquecer
para incrementar el numero del microorganismo requerido y
disminuir el de los contaminantes (por ejemplo, leche).

* Muestras que naturalmente no presentan bacterias (incluyendo el
microorganismo investigado y los contaminantes) y que se siembran
sin ningun pre-tratamiento (por ejemplo, sangre).

Aislamiento primario. Una vez que la muestra ha recibido o no
tratamiento se procede al aislamiento primario a través de la siembra en
placa de Petri, mediante la técnica de estria en la superficie de medios
enriquecidos (agar sangre), medios selectivos (agar Chapman) o medios
selectivos diferenciales (agar Mac Conkey). Después de un periodo de
incubaciéon de 24 horas (puede variar en funciéon del microorganismo),
se observaran las colonias de bacterias (masas constituidas por millones
de bacterias que se aprecian a simple vista y que han sido originadas a
partir de una célula). Se apreciara el tamafio y el aspecto de cada colonia
que generalmente son constantes para cada género y especie bacteriana,
por lo que se les utiliza como caracteristica diferencial. En la Figura 8, se
muestra el crecimiento de las colonias sobre placas de Petri conteniendo

medio de cultivo sdlido.



Fignra §. Aislamiento primario. Se observan las colonias bacterianas
debidamente aisladas sobre el medio de cultivo. Tomado de Manual de
pricticas de microbiologia Industrial (p. 32), por C. Carreno, 2010,
Lambayeque, Pert: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Aislamiento secundario. En caso de que la morfologia y
reaccién a la tincién de Gram de las células bacterianas coincidan con el
microorganismo que se desea investigar, se realiza el aislamiento
secundario a través de una siembra para trasplante o transferencia de una
pequefia porcioén de la colonia hacia un tubo con medio de cultivo
inclinado. Este permitira el desarrollo bacteriano o cultivo puro
bacteriano (poblaciéon de bacterias que procede de una célula).
Asimismo, a su vez, puede ser mantenido e identificado merced a sus

propiedades culturales y fisiologicas (ver Figura 9).
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Figura 9. Caracteristicas culturales de las colonias segun forma, borde,
elevacion y supetficie. Tomado de Manual de practicas de microbiologia
industrial (p. 35), por C. Carrefio, 2010. Lambayeque, Perta: Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo.
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PRACTICA VIII
RECUENTO DE BACTERIAS
METODO DE PLACA VERTIDA

1. Introduccién

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables
en una muestra, que puede ser suelo, aguas, o alimentos, la técnica
comunmente utilizada es el método de placa de vertida. Esta técnica no
pretende detectar a todos los microorganismos presentes, pero el medio
de cultivo, las condiciones de temperatura y la presencia de oxigeno
permiten seleccionar grupos de bacterias cuya presencia es importante.
Por ejemplo, las bacterias mesofilicas aerobias o mesoéfilos aerobios son
un indicador general de la poblacién que pueden estar presente en una
muestra de alimento y, por lo tanto, de la higiene con que ha sido
manejado el producto.

Este grupo, en particular, se determina en la mayoria de los alimentos,
pero para algunos productos, también es importante determinar la
presencia de bacterias termofilas, psicrofilas con el fin de predecir la
estabilidad del producto desde diferentes condiciones de
almacenamiento. La técnica basica es la misma, pero cambian las
condiciones de incubacién, medios de cultivo y algunos otros detalles. Si
se modifican las condiciones de incubacién o se somete la muestra a
algin tratamiento previo, el método puede aplicarse también a la
deteccion de otros grupos como anaerobios o esporulados, desde luego,
con la adecuada seleccién de medios de cultivo. El método permite
numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas controlables, pero
sujetas a la influencia de diversos factores por lo que es muy importante
controlar cuidadosamente las condiciones (Camacho, 2009; MERCK,
2005; Ministerio de Salud, 2001; Doyle, Beuchat, & Montville, 1997).

2. Objetivos
* Conoceryaplicarlas técnicas de recuento microbiano.
* Adquirir destrezas en la preparaciéon y manejo de técnicas de

diluciones.



3. Materiales

- Muestra: suelo agricola o muestra de alimentos

- Medio de cultivo: Agar nutritivo licuado y temperado a 44

- Tubos de 150x 15 mm conteniendo 9 mL de agua destilada estéril
- Pipetasde 1 mL graduadas

- Estufadeincubacion

4. Procedimiento

a) Preparacion de la muestra

v Tamizarla muestra de suelo agricola, desechando las ramas y otros.

v Pesar 10 gramos de muestra tamizada.

v Verter los 10 g sobre un matraz contiendo 90 mL de agua destilada
estéril (dilucion 107).

b) Preparacion de las diluciones

v Enumerar los tubos con agua destilada estéril del 1 al 5.

v Con una pipeta estéril de 1 mL. Tomar igual volumen de la diluciéon 10
'y transferir al tubo N. 1, luego homogenizar.

v Transferir con otra pipeta estéril del tubo N. 1 al tubo N. 2y
homogenizar; se obtendra la dilucién 102 Repetir esta operacion
hasta obtenerla dilucién 10°.

c) Siembra por el método de placa vertida

v Pipetear por triplicado a placas de Petri estériles alicuotas de 1 mL de
las dos ultimas diluciones.

v Agregar luego 15 mL de agar para recuento temperado a cada una de
las placas conteniendo las diluciones. Entre la preparacion de la
dilucién yla adiciéon del agar no debe transcurrir mas de 10 minutos.

v Mezclar inmediatamente las alicuotas con el agar mediante
movimientos de vaivén y de rotacion de las placas de Petri.

v Dejar solidificar el agar e inocular las placas a 30 °C durante 24 horas.

d) Lectura e interpretacion

v Para realizar el recuento de las colonias, seleccionar las placas

correspondientes a una dilucion que contenga entre 30 y 300 colonias



v Tomar la media aritmética de los tres recuentos y multiplicar por el
factor de dilucion. Reportar el resultado como unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL)
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PRACTICA IX
RECUENTO DE BACTERIAS
NUMERO MAS PROBABLE

1. Introduccion

La presencia de coliformes y Escherichia coli se utiliza para indicar una

contaminaciéon potencialmente peligrosa por el hecho que el habitat

natural de estos microorganismos son las heces humanas y de animales

de sangre caliente. La contaminaciéon de un producto por bacterias

coliformes lleva implicito el riesgo que también existan bacterias

enteropatogenas, haciendo inadecuado el consumo de estos productos
(Camacho, 2009; Castafieda, 2009; MERCK, 2005; Ministerio de Salud,
2001; Doyle, Beuchat, & Montville, 1997).

4

a
v

. Objetivos
Determinar la presencia de bacterias coliformes aplicando la técnica

del nimero mas probable (NMP).

. Materiales
Muestra: agua, leche, jugos, otros
Medio de cultivo: Caldo lactosado bilis verde brillante (BRILLA) en
tubos de 150 x 15 mm que contengan campanas de Durham
invertidos
Tubos de 150 x 15 mm que contenga 9 mL de agua destilada estéril
Pipetas de 1 mL

. Procedimiento

) Preparacion de las diluciones
Tomar 1 mL de la muestra con ayuda de una pipeta estéril y transferir
al tubo 1 que contiene 9 ml de agua destilada estéril y luego
homogenizar.

Transferir 1 ml.al tubo N. 2 yasi hasta el tubo N. 3.



b) Siembra

v Lasiembra se realiza en una serie de tres tubos por cada dilucion.

v Transferir 1 mL de la diluciéon 1/10 a cada uno de los tubos en cada
serie que contiene caldo BRILLA.

v Realizar la misma operacion con cadaunade las diluciones.

c) Lectura e interpretacion

v Incubarlos tubos a 35-37°C por 24-48 horas

v Después de 24 horas de incubacién anotar los tubos que muestren
produccion de gas.

v Incubar nuevamente los tubos que no muestran produccion de gas
durante 24 horas adicionales.

v Con el fin de obtener el NMP, anotar el nimero de tubos que
mostraron produccion de gas para cada una de las diluciones de la

serie de tubos y referir este valor a la tabla del NMP.
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PRACTICA X
RECONOCIMIENTO DE HONGOS:
MOHOS Y LEVADURAS

1. Introduccién
Los hongos son organismos heterétrofos, eucariotas que pueden ser
unicelulares (levaduras) o pluricelulares (mohos). Entre las levaduras, la
mas reconocida es Saccharomyces cerevisiae. Asimismo, entre los mohos, los
géneros mas relevantes son Aspergillus y Penzcillium (Granados &
Villaverde 1997; Muntafola, 1999).

1.1 Género Aspergillus

Reino Fungi

Phyllum Ascomycota

Clase Euascomycetes

Orden Eurotiales

Familia  Tricomaceae

Género  Aspergillus

Para identificar a los hongos del género Aspergillus se les cultiva en
medio Czapek durante ocho dias. Ademas, se observa la pigmentacién
de las colonias, longitud de los conidiéforos, forma de la vesicula,
presencia de métulas y posicion de las fialides. El género Aspergilius se
caracteriza por presentar los siguientes aspectos:

- Conidiéforos que terminan en vesiculas dilatadas.

- Fialides o estructuras en forma de botella que originan alas conidias.

- Conidias dispuestas en cadena.

- Enalgunas especies se presentan las métulas o estructuras de soporte
de las fidlides y las células de Hiille o estructuras hialinas de funcion
desconocida.

Aspergillus niger
Caracteristicas macroscdpicas. Las colonias son lanosas y blancas en un

inicio y, posteriormente, son negras. En el reverso presentan un color

crema o gamuza.

Caracteristicas microscdpicas. Las vesiculas son esféricas cubiertas en su

totalidad por las métulas, fialides y conidias.



- Biseriado: Métulas grandes y fialides pequenas.
- Conidias lisas en un inicio y posteriormente rugosas.
Aspergillus terreus (ver Figura 10)

Caracteristicas macroscdpicas. Las colonias son aterciopeladas de color
canela-beige o marrén vy, posteriormente, se tornan granulosas con un
exudado color ambar. En el reverso presentan matices amarillos y
marrones.

Caracteristicas microscpicas. Las vesiculas tienen forma de cupula
cubiertas solo en el tercio superior por la métulas, fidlides y conididas.

- Biseriado: Métulas y fialides.

- Conidias elipticas y lisas.

Figura 10.  Aspergillus terreus, a. Colonias en medio de cultivo, b.
Observacion microscopica. Tomado de  “Brock. Biologia de los
microorganismos,” por M. Madigan, ]. Martinko, y J. Parker, 2004, 10.*
ed., p. 464, Madrid, Espafia: Pearson Educacion, S A.

Aspergillus fumigatus

Caracteristicas macroscdpicas. Las colonias son vellosas y blancas en un
inicio y, posteriormente, se tornan aterciopeladas o granulosas, color
azul verdoso, gtis verdoso o verde esmeralda. En el reverso presentan un

color blanco o crema.



Caracteristicas microscdpicas. 1as vesiculas tienen forma de cupula,
cubiertas en su mitad superior o dos tercios de su superficie por las
fialides.

- Uniseriado: Fialides.
- Conidias globulosas y equinuladas.

Aspergillus clavatus

Caracteristicas macroscdpicas. Las colonias tienen aspecto de fieltro y
color verde azulado o verde petréleo. En el reverso presentan
tonalidades marrones.

Caracteristicas microscdpicas. Las vesiculas son claviformes y alargadas.

- Uniseriado: Fialides.

Aspergillus flavus (ver Figura 11)

Caracteristicas macroscdpicas. 1as colonias son aterciopeladas de color
amarillo, verdoso, marrén o verde amarillento. En el reverso presentan
un color dorado a marrén rojizo.

Caracteristicas microscipicas. 1as vesiculas estan cubiertas totalmente por
las métulas, fidlides y conidas.

- Uniseriado o biseriado: Fialides o métulas y fidlides.

Figura 11. Aspergillus flavus, a. Colonia en medio de cultivo, b.
Observaciéon microscopica. Tomado de “Manual de practicas de
microbiologfa industrial,” por C. Carrefio, 2010, p. 49. Lambayeque,
Pera: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.



1.2 Género Penicillium
Reino Fungi
Phyllum Ascomycota
Clase Euascomycetes
Orden Eurotiales
Familia  Tricomaceae
Género  Penicillinm
Para identificar a los hongos del género Penicillium se les cultiva en

PDA (Agar papa dextrosa) durante siete dias, y se observa la morfologia

y color de las estructuras microscopicas. El género Penicilliun se

caracteriza por presentar los siguientes aspectos:

- Conidiéforos ramificados, distinguiéndose ramas y métulas.

- Meétulas son las pentltimas ramas que sostienen a las fialides.

- Todas las células entre las métulas y el conidiéforo principal (estipe)
son denominadas ramas. El patrén de ramificacion puedes ser simple,
con una ramificacién, con dos ramificaciones o con tres a mas
ramificaciones. Las colonias son de color verde con aspecto

pulverulento fino.

2. Obijetivos

* Diferenciar macroscopicamente levaduras y mohos
 Diferenciar microscopicamente levaduras y mohos

* Diferencias macroscopicamente Aspergillus y Penicillinm

» Diferenciar microscopicamente Aspergillus y Penicillium:

3. Procedimiento

3.1 Caracteristicas macroscépicas de levadurasy mohos

Levaduras. 1.as colonias se asemejan a las de las bacterias, pero son
mas grandes, cremosas, mucosas, brillantes, de consistencia muy pastosa
yaveces rugosa

Mobos. 1as colonias son irregulares. Pueden ser algodonosas,
aterciopeladas, filamentosas, secas y presentar diferentes coloraciones

(ver Figura 12).



Figura 12. Colonias en medios de cultivo: (a) levaduras y (b) mohos.

3.2 Caracteristicas microscopicas de levaduras y mohos

Levaduras. Estan formadas por células esféricas u ovaladas, algunas
de las cuales pueden estar gemando.

Mobos. Estin formados por estructuras tubulares, filamentosas,
denominadas hifas, que pueden presentar septas (hifas septadas) o

carecer de ellas, hifas cenociticas. (Figura 13)



Figura 13. Caracteristicas diferenciales de mohos y levaduras. Estas son
las que siguen: a y b. Células levaduriformes; c. Hifa cenocitica; d. Hifa
septada. Tomado de “Brock. Biologfa de los microorganismos,” por M.
Madigan, J. Martinko, y J. Parker, 2004, 10.* ed., p. 486, Madrid, Espafia:
Pearson Educacién, S.A.



3.3 Caracteristicas macroscopicas diferenciales de los géneros

Aspergillus y Penicillium (ver Figura 14)

Figura 14. Colonias en medio de cultivo: (a) Aspergilius nigery (b) Penicillinm
sp.

3.4 Caracteristicas microscopicas diferenciales de los géneros

Aspergillus y Penicillium (ver Figura 15y Figura 16)
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Figura 15. Caracteristicas microscopicas del género Aspergi/ius. Tomado
de “Manual de practicas de microbiologia industrial,” por C. Carrefio,
2010, p. 54, Lambayeque, Pertu: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.



Figura 16. Caracteristicas microscopicas del género Penicillium. Tomado
de “Manual de practicas de microbiologia industrial,” por C. Carrefio,
2010, p. 54, Lambayeque, Pert: Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.
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ste Manual de prdcticas de Microbiologia Ambiental tiene como finalidad ser

una herramienta para que el futuro ingeniero ambiental tenga los

conocimientos necesarios que impliquen el uso de técnicas microbianas
orientadas a brindar alternativas de solucién compatibles con el medio ambiente. De
esta forma, evitara el uso de procesos que causen dafios colaterales. Para la elaboracion
de este manual se seleccionaron técnicas de diferentes textos y manuales de
microbiologia. Ademas, se considerd la experiencia adquirida a lo largo del desarrollo
profesional de los autores.
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