Identificacion de microorganismos a partir de la elaboracion de la columna

de Winogradsky.
Jiménez Salazar Marcela, Parra Serna Laura Vanessa” BuriticA Herrera Héctor Mario **
RESUMEN

La columna de Winogradsky consiste en un método relativamente simple que
permite llevar a cabo el estudio de una variedad de procesos microbianos a escala
de laboratorio. Para la aplicacion del método, se requiri6 basicamente de una
columna de vidrio o plastico en su defecto, la cual contiene un ambiente acuéatico
suplementado con unos pocos compuestos quimicos, sin embargo esta
composicidén y suplementacioén puede variar en su preparacion segun el estudio en
particular que se desee realizar. La columna de Winogradsky es una demostracion
clasica de como los microorganismos ocupan “microespacios”, los cuales se
caracterizan por ser altamente especificos de acuerdo con sus tolerancias
medioambientales y lo que a sus necesidades vitales se refiere. La metodologia de
la realizacién de la columna consiste en incubarla durante un largo periodo de
tiempo bajo luz solar, es comun la formacién de un gradiente de oxigeno y otro de
sulfuros, lo cual determina especificamente una amplia variedad de ambientes en
los que se disponen diversas especies de microrganismos con base en sus
requerimientos especificos, tales como: algas, cianobacterias, Clostridium,
Desulfovibrio, Chlorobium, etc. El objetivo del presente estudio consistié en realizar
la columna con el fin de identificar la presencia de los microorganismos nombrados
con anterioridad formados en los diversos ambientes, con el fin de comprender su
especificidad basada en los requerimientos de oxigeno particulares. Los resultados
obtenidos, permitieron evidenciar la presencia de varios microorganismos a partir

de los aislamientos de diferentes porciones de la columna.

Palabras clave: Recuento de colonia microbiana, ecologia, aerobiosis, anaerobiosis,

sustratos.
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ABSTRACT

Winogradsky column is a relatively simple method to carry out the study of a variety
of microbial processes laboratory scale. For the application of the method, it required
basically a column of glass or plastic failing which contains an aquatic environment
supplemented with a few chemicals, however this composition and supplementation
may vary in their preparation according to the study in particular that you want to
perform. As for microbial ecology is concerned, the column Winogradsky is a classic
demonstration of how microorganisms occupy "microvoids" which are characterized
by being highly specific in accordance with their environmental tolerances and what
their basic needs are concerned. The process generated after the completion of the
column consists of the fact that after incubating the same for a long period of time
under sunlight, it is common the formation of a gradient of oxygen and other sulfides,
which specifically determines a wide variety algae, cyanobacteria, Clostridium,
Desulfovibrio, Chlorobium, etc environments where various species of
microorganisms based on their specific requirements, such as arranged. The aim of
this study was to conduct the column in order to identify the presence of
microorganisms named previously formed in various environments, in order to
understand their specificity based on particular requirements oxygen. The results
obtained, allowed to evidence the presence of several microorganisms from different

isolates portions of the column.

Keywords: Colony count microbial, ecology, aerobic, anaerobic, substrates.
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INTRODUCCION

Sergio Winogradsky (1856-1953)
,invento un método el cual permite
estudiar una diversidad de procesos
microbianos a escala de laboratorio,
este microbidlogo Ruso usé la
columna por primera vez para estudiar
los microorganismos del suelo. El
método requiere una columna de
vidrio u otro material adecuado que
contenga un ambiente acuatico, el
cual es suplementado con unos
compuestos quimicos especificos
para el crecimiento de los
microorganismos segun sus

necesidades.!

La columna de Winogradsky es un
sistema acuatico en el que se ayuda a
los microorganismos a establecerse
en regiones diferentes segun su
metabolismo y constituye un modelo
de ecosistema, es decir, el proceso de
adaptacion a los diferentes ambientes
empleando diferentes estrategias para
la obtencién de energia.?

Una vez que se prepara la columna,
esta se expone a luz solar, tras esto se
desarrolla una sucesion de

comunidades bacterianas

interrelacionadas  metabdlicamente,
por otra parte esta columna es un
sistema andxico en miniatura que
puede usarse como suministro a largo
plazo de bacterias para cultivos de

enriquecimiento.

Cuando la columna se encuentra en
Optimas condiciones se pueden
diferenciar tres zonas caracteristicas
en base a su concentracion relativa de

oxigeno:

1- Zona aerobia: es la més
superficial, dispone de una alta
concentracion de oxigeno.

2- Zona microaerofila: con una menor
concentracion de oxigeno.

3- Zona anaerobica: constituye el

lecho de lodo?

Figura 1: Columna de Winogradsky
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Fuente: Elaboracion propia

Las algas y las cianobacterias forman
una capa superficial de color verde
brillante y al producir oxigeno ayudan
a mantener la aerobiosis en la zona
superior de la columna. Mientras que
en el fondo de la columna las bacterias
reductoras del sulfato producen
sulfuro, que provoca el crecimiento de
bacterias rojas y verdes del azufre, de
modo que se establecen dos
gradientes en la columna, uno de
oxigeno y otro de sulfuro de hidrogeno
(H2S).

Las Dbacterias  quimiorganotrofas
crecen a lo largo de toda la columna,

los microorganismos aerobios 'y

miroaerofilos en la parte superior, los
anaerobios en las zonas donde hay
sulfuro de hidrégeno.

Zona aerdbica: la parte superior de la
columna de agua puede contener
abundantes poblaciones de bacterias
de diferentes tipos. Son organismos
encuentran

habitats

aerobios que se

habitualmente en los
acuaticos ricos en materia organica.
Suelen ser flagelados, lo que les
permite moverse y establecerse en
nuevas éareas. Puede desarrollarse
también microorganismos fototréfos
variados procedentes directamente
del agua o del barro utilizado
originalmente en el montaje de la
columna. La superficie del barro
puede presentar en esta zona un
ligero color castafio, esta es la parte
de la columna mas rica en oxigeno y

mas pobre en azufre.?

Sin embargo también alli llegan por
difusion procedentes del barro de
zonas inferiores, ciertas cantidades de
SH2 que serd oxidado a sulfato por
bacterias que oxidan azufre

(como Beggiatoa y Thiobacillus).
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Estas bacterias obtienen energia

oxidando el SH2 a azufre elemental.

METODOLOGIA:

A una botella plastica de 3 L, que hizo
las veces de cilindro se le corto la
parte superior, con el fin de obtener un
orificio de entrada amplio,
posteriormente se llend hasta 1/3
parte del volumen de la misma con
lodos ricos en materia organica
obtenidos con anterioridad, una vez
realizado este proceso se afadieron
restos organicos de diferente origen.
Se afadié6 respectivamente a la
mezcla de lodo un suplemento de
SO4Ca y COsCa, los cuales actuan
como fuente de sulfato y tampodn
respectivamente. Tras adicionar los
diferentes componentes, hubo la
necesidad de cerciorarse de que la
mezcla quedara bien apretada para
gue no quedaran burbujas de aire,
posteriormente la mezcla de lodo y
suplementos fue cubierta con agua
procedente de un lago, por otra parte
se adicionaron residuos de papel,
cascaras y clara de huevo,
seguidamente la mezcla se cubrié con

papel cristal y se dispuso en un meson

frente a una ventana donde recibio la
luz del sol entre 4 a 6 semanas
aproximadamente, tiempo en el cual la
instalacion de la columna se estabilizo
en cuatro ambientes basicos distintos
en los cuales se desarrollaron
diferentes comunidades bacterianas
especificas, en funcion de sus

requerimientos ambientales.
Preparacion de medios de cultivo:

-Agar leche: se adicionaron 2.5 g de
peptona, 3.0 g de extracto de
levadura, 1.0 g de leche en polvo
descremada y 7 g de Agar-agar, la
mezcla se disolvié en 250 mL de agua

destilada.

-Agar almidén: se adicionaron 1.5 g de
extracto de levadura, 2.5 g de
peptona, 1.0 g de almidon soluble y
7.5 g de Agar-agar, la mezcla se
disolvié en 250 mL de agua destilada.
Posteriormente se llevd a ebullicion,
se agito de 3 a 4 minutos hasta su
disolucién, finalmente se enfrid y se

esterilizo.

-Agar avena: se hirvieron 30 g de
avena en 200 mL de agua por 20
minutos, posteriormente se filtré la

mezcla y se aforo a 250 mL, luego se
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adicionaron los gramos de agar-agar
de acuerdo a las especificaciones de
la casa comercial para este volumen y

se esterilizo.

Por dltimo los agares preparados con
anterioridad se sirvieron en las cajas
de Petri estériles en cabina de
seguridad, con el fin de evitar

contaminacion cruzada.
* Preparacion de diversas muestras:

Para llevar a cabo el aislamiento de los
microorganismos de la columna de
Winogradsky fue necesario separar 3
muestras (aerobios, microaerobios y
anaerobios), para lo cual se siguid

este procedimiento:

1) Zona aerobia: se tomdé 1mL
agua lodos de la superficie de la
columna y se realizaron diluciones
seriadas, para lo cual se tomaron
cuatro tubos de ensayo y se
depositaron 9 mL de agua en tres de
ellos y 10 mL de agua destilada en el
cuarto tubo restante (control). En el
tubo uno se adiciono el mL de agua
tomada con anterioridad de la
superficie de la columna, este se
mezclé con los 9 mL de agua destilada

y posteriormente se transfiri6 1mL de

este tubo al tubo dos, por dltimo se
adiciono 1 mL del tubo dos al tres,
completando de esta forma las
diluciones requeridas hasta llegar a
103,

Seguidamente del tubo que contenia
la dilucién 102 se tomé de a 0.1mL de
solucion y se depositd en una caja de
Petri de cada uno de los medios
preparados con anterioridad. Es decir,
se sembr6 de forma masiva 0.1mL de
la dilucién 10 en una caja de agar
mantequilla, agar avena, agar almidén

y agar leche respectivamente.

2) Zona anaerobia facultativa: se
tomé 1mL de agua lodosa de la
columna, en este caso de la zona de
la mitad y se realizaron diluciones
seriadas hasta llegar a 103, para esto
se realiz6 el proceso tal y como se
indic6 en paso previo, realizando
posteriormente la siembra de forma

masiva en cada medio de cultivo.
*Observaciones microscopicas:

Con el fin de evidenciar la morfologia
microscoépica de los microorganismos
presentes en la columna, se tomaron
muestras (gotas) de agua lodosa de

las diferentes zonas de la columna y
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se fijaron en placas, aplicando en unos
casos tincion de Gram y en otros
llevando a cabo la visualizacion
directa sin aplicar tincién, esto con el
fin de identificar los microorganismos
existentes observables por este
método. Adicionalmente, debido a que
se podian percibir algunas larvas en la
superficie de la columna, estas se
depositaron en portaobjetos y se
observaron directamente al

microscopio.

Una vez realizado el proceso anterior
a partir de los medios de cultivo que
contenian siembras de las diferentes
zonas de la columna se tomaron
muestras y se realiz6 tincion de Gram
con el fin de identificar los
microorganismos desarrollados en los

medios respectivos de siembra.
RESULTADOS:

A partir de la identificacion de las
colonias formadas en los diferentes
medios de cultivo tras exponer los
mismos a la incubacién respectiva, fue
posible observar crecimiento
bacteriano en todas las placas, siendo
evidentes diferencias significativas

entre cada una de estas como se

muestra en las siguientes figuras.

FIG 3: Formacion de halos lipoliticos por accion
de microorganismos en agar mantequilla

Fuente: Elaboracidon propia

A la hora de llevar a cabo el analisis
asociado al crecimiento microbiano
observado en el agar mantequilla, es
importante mencionar que este es un
producto lacteo que se caracteriza por
considerarse importante como

alimento, ya que contiene grasa,

siendo esta nutricionalmente
importante porque transmite
principalmente las vitaminas

liposolubles de la leche como lo son
las Vitaminas A, D y E principalmente.
Técnicamente la mantequilla es una

emulsion de tipo “agua en aceite”,
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obtenida por batido de la nata y que
puede contener no menos del 82% de
materia grasa, alrededor del 16% de
agua y un 2% de otros componentes
de la leche.* Tras conocer la
composicién de este producto es de
esperarse que el crecimiento
bacteriano se vea favorecido ya que
los microorganismos cuentan con un
hébitat rica en nutrientes en donde
pueden desarrollarse y multiplicarse
de manera Optima. Tras observar la
morfologia macroscoépica obtenida en
el crecimiento en las cajas de Petri es
posible identificar la formacién de
halos lipoliticos, tras realizar la
revision de la literatura es posible
indicar que los microorganismos
lipoliticos pueden producir pequeios
halos de opacidad, los clostridium spp
y las especies de Bacillus se
caracterizan por producir halos
grandes de opacidad que se extienden
desde el borde del desarrollo; por otra
parte los microorganismos
fermentadores producen halos
pequefios de opacidad.® La Figura 3-A
corresponde a los microorganismos
aislados de la zona aerobia de la

columna y 3-B hace referencia a los

microorganismos aislados de la zona

aerobia facultativa.

FIG 4: Crecimiento de hongos en
agar avena

Fuente: Elaboracion propia

Tras analizar la composicion de la
avena es posible encontrar que esta
es un cereal, el cual se caracteriza por
su alto contenido en proteinas y fibra
insoluble y  soluble, llamada
betaglucanos.® Tras observar el medio
de cultivo posterior a la incubaciéon es
evidenciable la formacion de hongos,
esto puede asociarse al hecho de que
estos microorganismos tienen
requerimientos similares al resto de
los seres vivientes para su nutricion,

poseen la capacidad de utilizar una
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gran  variedad de materiales
organicos, entre ellos se destacan
carbohidratos simples, como la
glucosa, siendo una fuente de carbono
apropiada para la mayoria de los
hongos, con base en lo anterior es
l6gico el hecho de que el medio de
agar avena favorezca el crecimiento
de hongos ya que proporciona las
condiciones requeridas tales como
fuente aminoécidos, vitaminas,
tiamina, biotina y minerales, razon por
la cual puede considerarse un medio
complejo.” La figura 4-A corresponde
a los microorganismos aislados de la
zona aerobia de la columna, los
hongos que se pudieron observar
macroscopicamente presentaron
textura y apariencia algodonosa,
razon por la cual fue necesario realizar
posteriormente observaciones
microscopicas con el fin de identificar
diferentes estructuras mas
especificas. La figura 4-B hace
referencia a los microorganismos

aislados de la zona aerobia facultativa.

FIG 5: Crecimiento bacteriano en
agar leche

Fuente: Elaboracion propia

Al evaluar la composicién de la leche
es posible identificar que esta
proporciona nutrientes esenciales,
constituyendo una fuente importante
de energia alimentaria, tras contener
proteinas de alta cantidad de grasas.
La leche puede contribuir en la
ingestion necesaria de nutrientes
como: el calcio, magnesio, selenio,
riboflavina, vitamina Bl12 y acido
pantoténico.® Con lo anterior se puede
inferir que el agar leche favorecio el
crecimiento microbiano ya que es una
fuente rica en diversos nutrientes que
son Optimos para garantizar el
desarrollo y multiplicacion de los

diferentes microorganismos,
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adicionalmente es posible afirmar que
los bacilos son habitantes normales de
la leche. La figura 5-A corresponde a
los microorganismos aislados de la
zona aerobia de la columna y 5-B hace
referencia a los microorganismos
aislados de la zona aerobia facultativa.
Se pudo observar que ambos medios
de cultivo se tornaron secos por la
evaporacion de la leche y la accion de

los microorganismos.

FIG 6: Crecimiento bacteriano en
agar almidon

Fuente: Elaboracion propia

Tras analizar la composicion del
almidon, es posible encontrar que se
basa en glucosa, ademéas de
componentes  minoritarios  como

grasas y minerales, los cuales tienen

un efecto definitvo sobre las
propiedades del mismo. El almidén
constituye una mezcla de amilosa vy
amilopectina.’® Los microorganismos
gue pudieron haber crecido en este
medio tienen la capacidad de
hidrolizar el almidén tras utilizarlo
como fuente de nutrientes. La Figura
6-A corresponde a los
microorganismos aislados de la zona
aerobia de la columna y 6-B hace
referencia a los microorganismos

aislados de la zona aerobia facultativa.

- Morfologia  microscopica  en

colonias aisladas:

FIG 7: Observaciones microscopicas a partir de
los aislamientos de los diferentes medios de cultivo

Fuente: Elaboracién propia

*Estudiantes de Microbiologia. “Docente programa de Microbiologia. hectorm.buriticah@unilibre.edu.co Universidad libre

Pereira.

10



Al observar la  figura  7-A
correspondiente al agar mantequilla
fue posible evidenciar la presencia de
cocobacilos Gram positivos, en la
Figura 7-B que corresponde al agar
leche, se observdé bacilos Gram
positivos, en la Figura 7-C que
corresponde al agar almidon se
observan Streptococos y peptococos
Gram negativos. Por otra parte en la
Figura 7-D correspondiente al agar
avena se observaron estructuras
caracteristicas de un hongo como
hifas y levaduras, sin embargo no se
identific6 especificamente a qué

hongo correspondia.

Con base a lo anterior fue posible
identificar que el factor comdn tras
evaluar todas las muestras
estudiadas, a partir de los diferentes
medios de cultivo, en las diferentes
zonas de la columna, fue la presencia
de cocos y bacilos en su mayoria

Gram positivos, sin embargo no se

realizaron  pruebas  bioquimicas
confirmatorias que permitieran
identificar las especies

correspondientes a cada uno de los

microorganismos encontrados.

FIG 8: Sfrongyloides stercoralis identificada
en la zona aerobia de la columna

Fuente: Elaboracion propia

Las larvas encontradas en la zona
aerobia corresponden a Strongyloides
stercoralis Figura 8, el cual es un
nematodo capaz de desarrollarse en
dos ecosistemas, uno terrestre de vida
libre y otro del ser humano. Este
produce la estrongiloidiasis, una
parasitosis en humanos, pueden ser
procedentes de los lodos y del agua
del lago utilizado inicialmente en la
elaboracién de la columna, estos
organismos son flagelados, lo que les
permite poseer movilidad, esta fue

observada microscopicamente.

Finalmente cabe resaltar que la
columna no presento la diferenciacion
de colores asociados a la presencia de

diversos microorganismos, tal y como
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se muestra en la Figura 1, si no que
los colores obtenidos fueron muy
oscuros y homogéneos, sin embargo
en la zona facultativa se pudieron
observar coloraciones difusas que se
tornaban rojizas y purpuras como se
observa en la Figura 9, lo cual se
puede asociar a la presencia de los
microorganismos tipicos de esta zona,
como se mencionan en la parte inicial,
es la zona en la que solapan ambos
gradientes, el de oxigeno y el de

sulfuro de hidrogeno.

FIG 9: Columna de Winogradsky

Fuente: Elaboracion propia

CONCLUSIONES:

La columna de Winogradsky es un
método para demostrar como los
microorganismos ocupan lugares
altamente especificos segun sus

necesidades de carbono, energia y

sus tolerancias medioambientales,
ademas ensefla como diferentes
microorganismos desarrollan  sus
ciclos y la interdependencia que llega
a existir entre ellos. Esta columna es
un sistema completo y autbnomo de
reciclamiento, mantenido s6lo por la

energia de la luz.

Se pueden diferenciar tres zonas
caracteristicas en base a su
concentracion relativa de oxigeno:
zona aeroébica, zona microaerdfila y

zona anaerodbica.

Tras realizar las observaciones
macroscopicas fue posible evidenciar
crecimiento de bacterias y hongos en
los diferentes medios de cultivo, esto
se asocia al hecho de que dichos
medios contienen diversidad de
nutrientes que pueden favorecer el
crecimiento de diferentes organismos

respectivamente.

Por otra parte las observaciones
microscoépicas realizadas tras aislar
colonias de los medios de cultivo, el
factor comun indico la presencia de
microorganismos de tipo bacilos y
cocos, en su mayoria Gram positivos,

ademés de la formacion de
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estructuras de hongos en el caso del

agar avena.

La realizacién de la columna permitio
identificar como los microorganismos
ocupan microespacios que son
altamente especificos y van en
concordancia con sus necesidades

gue se caracterizan por ser diversas.
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8)

Universidad Auténoma de Sinaloa.
Micologia (En linea). Disponible
en:;

http://documents.tips/documents/a

gar-harina-de-avena-oma-
56037f80f078a.html
Organizacion de las Naciones

Unidas para la alimentacion y la
agricultura. Composicion de la
leche (En linea). Disponible en:

http://www.fao.org/agriculture/dair

y-gateway/leche-y-productos-

lacteos/composicion-de-la-
lecheles/#.V 55qgl hDcs

Quimica, ciencia y tecnologia.

Composicion quimica del almidén
(En  linea). Disponible en:

http://cytcereales.blogspot.com.co/

2009/01/composicion-quimica-del-

almidon 01.html

*Estudiantes de Microbiologia. “Docente programa de Microbiologia. hectorm.buriticah@unilibre.edu.co Universidad libre
Pereira.
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