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INTRODUCCION

En este proyecto se estudiard la bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes

CECTS5344, aisloda de lodos contaminados con cianuro en el rio Guadalquivir por el
grupo de investigacion BIO-117 de la Universidad de Cordoba.

Gracias a la secuenciacidn de su genoma, se ha demostrado su gran potencial
biotecnologico, especialmente para descontaminar vertidos industriales.

El objetivo principal de este proyecto es analizar su capacidad para crecer en
presencia de un compuesto nitrogenado. Para ello, se emplearan técnicas como la
turbidimetria y el método de Nessler, que permiten evaluar su metabolismo y
crecimiento.
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OBJETIVOS

Estudiar el crecimiento de un cultivo bacteriano, en

concreto de la bacteria Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT3344, aplicando diversas

técnicas para ello, como son las siguientes:

1.- Turbidimetria
2.- Método Nessler
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MATERIAL

« bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes CECTS344

Material bioldgico:

Otro material:

. espectrofotometro, placas de Petri, medio de cultivo M9, asas de siembra,
pipetas automaticas, matraces, reactivo Nessler y disolucion de NH4CI.
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TECNICA 1: TURBIDIMETRIA
FUNDAMENTO E HIPOTESIS

Fundamento: El nivel de turbidez alcanzado en el
medio refleja la cantidad de células presentes en el

medio de cultivo.

Hipotesis: A mayor tiempo, mayor crecimiento

celular, y por tanto mayor turbidez.
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TECNICA 1: TURBIDIMETRIA
OBJETIVOS

« Readlizar el seguimiento del crecimiento de un cultivo de la
bacteria  Pseudomonas  pseudoalcaligenes CECTS344
mediante turbidimetria y comprobar la hipdtesis planteada.

 Elaborar la grdafica: Tiempo - Absorbancia (600 nm)
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PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS

Procedimiento: A un cultivo bacteriano inoculado se le anade
cierta cantidaod de una disolucion de NH4ClI 5 mM. Se toman

muestras cada cierto tiempo y se mide la absorbancia en el
espectofotometro a 600 nm.

Crecimiento bacteriano (Turbidez a 600 nm)
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TECNICA 1: TURBIDIMETRIA °
CONCLUSION

En la tabla y la grafica podemos observar que conforme
transcurre el tiempo la absorbancia aumenta, por tanto,
podemos concluir que la hipotesis planteada es cierta, es decir,
cuanto mas tiempo transcurre mayor es la turbidez, lo cual es

una senal de que el cultivo bacteriono estd creciendo
adecuadamente.
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
INTRODUCCION

Los cultivos bacterionos deben tener una fuente de
Nitrogeno para poder crecer.

El amonio es la forma mads directa de incorporarlo a la
biomasa, y por tanto, sequir su consumo suele ser una
forma facil de determinar si el cultivo estd creciendo

> adecuadamente.
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FUNDAMENTO E HIPOTESIS

Fundamento:
Se basa en la reaccion coloreada que adquiere el

reactivo de Nessler cuando se combina con el amonio.
Se mide la absorbancia a 410 nm con el

espectrofotometro.

Hipotesis:
A mayor tiempo desde que el amonio se anade al cultivo,
6 menos concentracion de amonio disponible en el cultivo,
® ya que la bacteria consume amonio.
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
OBJETIVOS

- Readlizar el seguimiento del consumo de amonio en un cultivo de lo

bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT3344 para comprobar
la hipdtesis planteada.

. Elaborar una recta patron: Absorbancia(410 nm) - Concentarcion de
amonio (NH4+), utilizando el método de Nessler.

> . Calcular por interpolacion la concentracion de amonio en muestras de

O ® cultivo obtenidas a distintos tiempos.
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
PROCEDIMIENTO

1.- Elaboracion de la recta patron:

- Mezclamos O,5 mL de muestra con O,5 mL de reactivo de Nessler.
- Esperamos S minutos y medimos la absorbancia a 410 nm.
- Preparamos una recta patron con soluciones conocidas de NH.Cl (O,1-0,5 mM).
- Incluimos un blanco con agua destilada y reactivo.
- Representamos las absorbancias frente a la concentracion de amonio.
. Obtenemos la ecuacion de la recta y el valor de R
D - Usamos esta recta para interpolar la concentracion de amonio en nuestras

O ® muestras
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
RECTA PATRON

1.Elaboracion de la recta patron:

Ejex: [NH4+] [ Ejevy:
(mM) Absorbancia
(410nm)
0,1 0,202
0,2 0,386
0,3 0,278
0,4 0,791
0,3 0,941
0,6 1,066

absorbanca

1.25

1,00

Concentracion amonio vs absorbancia
L 1.76% = 0 0382 B* = 0 947

0,75 -
L
0,50
L

0,25

L
0,00

0.1 0,2 0.3 0.4 0,5

Concentracion de amonio
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER . ©®

CONCLUSION

La recta patron muestra un aumento en la absorbancia conforme
aumenta la concentracion de amonio, (NH4+), de manera lineal,
por tanto podemos concluir que a mayor absorbancia, mayor
concentracion de amonio.

Esta recta patron nos sirve para obtener, por interpolacion, la
concentracion de amonio en el cultivo, en un tiempo determinado,
conocido su valor de absorbancia.
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
PROCEDIMIENTO

2. Seqguimiento del consumo de amonio en los cultivos:

- Tomamos tres muestras de cultivo bacteriono recogidas en distintos
tiempos.
- Estas muestras fueron inoculadas en la sesidn anterior y conservadas a
-20°C.
- A cada muestra le aplicaomos el ensayo de Nessler y medimos la
absorbancia a 410 nm.
- Determinamos la concentracion de amonio por interpolacion en la recta
patrdn.
D - De este modo, cuantificamos el amonio residual no consumido por las
O ‘ bacterias en cada punto del cultivo
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER
RESULTADOS

2. Seguimiento del consumo de amonio en los cultivos:

Tiempo (h) Absorbancia [MH4+] disponible
(410 nm) (mM)
(INTERPOLACION)
0 0,875 0,475
1 0,434 0,225
2,2 0,016 0

absorbancia

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00 -

Tiempo vs absorbancia

L -0, 338" « 0,837 R* = 0,983
-
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TECNICA 2: METODO DE NESSLER * 0o
CONCLUSION

La grafica muestra una disminucion en la absorbancia vy

por tanto, segun la recta patron, en la concentracion de

amonio, NH4+, a lo largo del tiempo.

Esto confirma nuestra hipotesis, yoa que a medida que

transcurre el tiempo, el cultivo consume mdas amonio, por lo

que disminuye la concentracion de amonio disponible en el
> cultivo, lo que indica un crecimiento bacteriono activo y

O @® adecuado.
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CONCLUSION DEL PROYECTO

Hemos aprendido:
. cOmo se desarrolla el trabajo en el laboratorio de forma profesional

. aplicar diversas técnicas para evaluar el crecimiento bacteriano

De esta forma, en un futuro este estudio nos seria Util para conocer las
condiciones ideales para el crecimiento de I|la Pseudomona
pseudoalcaligenes, asi como los factores que mds influyen en su
crecimiento y si es viable o no su crecimiento en presencia del cianuro, y
asi pueda ser una solucion frente a problemas de contaminacidon
ambiental, como ocurre en el rio Guadalquivir.
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