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RESUMEN

El objetivo fue aislar, caracterizar y proyectar los usos potenciales de microorganismos de tierra
de montafia y subtrépico durante el periodo 2016, en los cantones Cumanda y Guano de la
provincia de Chimborazo. Se realizaron una serie de analisis fisicos y bioquimicos para identificar
algunas variables morfoldgicas y microbioldgicas. Mediante la técnica de tincién de Gram se
lograron identificar algunas bacterias por su forma y coloracién que presentaron encontrandose
en su mayoria bacilos Gram + y coco bacilos Gram + y Gram - , sometidos a diferentes
temperaturas 'y ambientes aerObicos y anaerébicos, también se pudieron encontrar hongos
miceliales y algunas levaduras. Mediante pruebas bioquimicas como el potencial de acidificacion
y la determinacion del uso de carbohidratos se logré determinar que las cepas bacterianas aisladas
presentan un alto potencial fermentativo por lo que estos microorganismos son muy Utiles en la
industria principalmente en la agricola, como activadores de biofertilizantes o abonos orgénicos
y en la fermentacion de materia organica. Se recomienda el estudio a detalle de los hongos para
verificar los procesos que estos llevan a cabo, mediante pruebas idoneas para este tipo de
microorganismos Yy aplicar las bacterias aisladas en procesos que involucren principalmente

fermentacion utilizando sustratos que contengan carbohidratos.

PALABRAS CLAVES

< TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA> // < MICROBIOLOGIA > /I <
MICROORGANISMOS EFICIENTES >// < TIERRA DE MONTANA > // < BACILOS GRAM
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SUMARY

The objetive was to isolate, characterize and project the potential uses of mountain and subtropical
soil microorganisms during the period 2016, in Cumanda and Guano cantons of the province of
Chimborazo. A series of physical and biochemical analyzes were performer to identify some
morphological and microbiological variables. By means of Gram staining technique, some
bacteria were identified due to their shape and coloration. Gram + and Gram bacilli and Gram +
and Gram - bacilli, which were submitted to different temperatures and aerobic and anaerobic
enviromemts, also found fungi mycelial and some yeasts. Biochemical test such as the
acidification potential and the determination of the carbohydrate use were able to determine that
the isolate bacterial strains present a high fermentative potential, reason why these
microorganisms are very useful in the industry mainly in the agricultural one, like activators of
bio-fertilizers or organic fertilizers and in the fermentation of organic matter. A detailed study of
the fungi is recommended to verify the processes that these carry out, using test suitable for this
type of microorganisms and apply the asolated bacteria in processes involving mainly

fermentation using substrates containing carbohydrates.

KEYWORDS

< TECHNOLOGY AND ENGINEERING SCIENCE > // < MICROBIOLOGY > /I <
EFFICIENT MICROORGANISMS > /I < MOUNTAIN LAND > // < POSITIVE GRAM
BACILLI > // < NEGATIVE GRAM BACILLI > // < FERMENTATION > // < MYCELIAL
FUNGI > //
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INTRODUCCION

Identificacion del Problema

El uso de microorganismos eficientes se ha incrementado considerablemente en los tltimos afios,
constituyen un producto que se comercializa como una mezcla de: bacterias acido lacticas,
bacterias fototréficas y levaduras, desarrollados hace méas de veinte afios, su uso esta difundido
alrededor mundo y a pesar de que en el Ecuador han sido utilizados estos microorganismos para
el mejoramiento y recuperacion de suelos infértiles como lo plantea Richar Intriago en el afio
2010, no se han desarrollado estudios mas profundos que indiquen su morfologia y sus diferentes
usos potenciales y por ende se desconoce la aplicacion en diferentes campos industriales,
ganaderos, agricolas y alimenticios tendiendo a producir pérdidas, desperdicio y agotamiento de

recursos naturales y por consiguiente generando una pérdida econémica significativa al pais.

A pesar de su importancia y varios servicios que estos brindan son los menos conocidos y
estudiados en nuestro pais, donde la falta de investigacion y el poco interés por parte de la
comunidad cientifica han dejado de lado la posibilidad de dar inicio a nuevos avances
biotecnoldgicos lo que con lleva a seguir utilizando productos quimicos en los diferentes
procesos de produccién los cuales incrementan la contaminacion provocando asi un deterioro

ambiental y efectos adversos a la salud de los seres vivos.

Justificacion de la investigacion

Enmarcados en el objetivo 7 del Plan Nacional del Buen Vivir del Ecuador el mismo que
menciona “Garantizar los derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental
territorial y global”. Se procede a realizar la siguiente investigacion dado que existen varias
herramientas que permiten disponer de manera eficiente y accesible de un conjunto de recursos
bioldgicos auténticamente puros y estables, potencialmente aplicables al desarrollo de nuevos
productos, mejora y optimizacion de procesos y servicios de los principales sectores industriales,

ganaderos, agricolas y alimenticios mas significativos.

El uso de los microorganismos eficientes, es altamente variado, entre los que se cuentan, la

produccion de abonos tipo bokashi aerdbico y anaerdbico, la produccion de biogéas en

biodigestores, tratamiento de desechos domésticos e industriales, tratamiento de aguas residuales,

procesos de ensilaje como lo cita Higa en el aiio 1997, y como también en nuevas tecnologias

agropecuarias que ha incrementado grandemente la productividad a corto plazo, en ganaderia

también ha sido identificado en muchas partes del mundo con el afan de elevar productividad y
13



rentabilidad agricola, ademas se ha utilizado para disminuir malos olores, reducir plagas de
insectos y enfermedades, asi como para aumentar la fecundidad de la inseminacion artificial, y

mejorar la calidad de la carne, lacteos y huevos.

Por ello es de vital importancia realizar este trabajo de investigacion ya que al existir estudios
referentes a estos microorganismos en el Ecuador permitira realizar aislamientos vy
caracterizaciones a través de técnicas propias con el fin de buscar usos futuros con potencial
biotecnoldgico aprovechando eficientemente las propiedades que poseen estos microorganismos
y que puedan proporcionar beneficios en diferentes campos industriales, ganaderos, agricolas y
alimenticios  garantizando la correcta identificacién y viabilidad de los microorganismos
estudiados. Ademas de considerar una tecnologia natural que no tiene efectos adversos sobre las
plantas, animales, seres humanos o el medio ambiente segun las experiencias de mas de una

década de aplicacion, y de esta manera contribuyendo a la economia del pais.

Objetivos de la investigacion
Objetivo General

Aislar, caracterizar y proyectar los usos potenciales de microorganismos de tierra de montafia y

subtrépico durante el periodo 2016.
Objetivos Especificos

v/ Aislar microorganismos de tierra de montafia y de subtrépico para evaluar su potencial
biotecnoldgico.

v Caracterizar in vitro los microorganismos aislados tanto en forma de consorcios o cepas
individuales.

v" Proyectar el uso potencial de estos microorganismos en la biotecnologia.

14



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Biotecnologia

La biotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que abarca disciplinas como biologia,
bioguimica, agronomia, virologia, medicina, ingenieria quimica y genética; la misma que busca
intervenir en la produccion de bienes, servicios o conocimientos para la humanidad innovando en
algun nivel del campo industrial cientifico o productivo como lo menciona Roldany Yeste (2013,
citado en http://alvavicjoa.blogspot.com/2013/01/0.html). Esta disciplina se lo aprovecha en la agricultura,

ganaderia, farmacia, tecnologias de alimentos medioambiente, entre otros.

De este modo redefinimos a la Biotecnologia, como una amplia area del conocimiento moderno
gue combina de manera innovadora la biologia y la ingenieria en procesos que, aplicados sobre
organismos Vvivos, sus tejidos, células o partes generan bienes, servicios o conocimientos que

promoveran el bienestar de la humanidad.

(Hernéndez, 2010, citado en http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0798-
22592010000300001).

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (2010,
citado en http://www.fao.org/biotechnology/es/) la biotecnologia moderna contribuye a la agricultura
grandes y variados beneficios de una manera rapida y en cantidades mayores, asi como nuevas
diversidades de plantas capaces de tolerar condiciones adversas, resistir herbicidas y plagas
mejorando sus propiedades alimentarias y sanitarias y de esta manera enfocarse en la preservacién

del medio ambiente.

En el Ecuador, la biotecnologia se encuentra en un periodo de desarrollo inicial, por eso es
importante formar personas con conocimientos concretos en esta area para que puedan lograr un

mayor y mejor progreso de la biotecnologia en nuestro pais.
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1.1.1. Tipos de Biotecnologia

1.1.1.1. Biotecnologia roja

Diaz Martinez (2011a, citado en https://biotechspain.com/es/tema.cfm?iid=colores_biotecnologia), menciona que
la biotecnologia roja es aquella que se utiliza en procesos médicos, y por lo tanto consiste en la
creacion de nuevas vacunas o antibidticos para la erradicacion de enfermedades, de esta forma
mejorando los recursos hasta ahora disponibles mediante el uso de la biotecnologia. Entre estas

mejoras destacan:

. Diagndstico molecular y biosensores.
. Ingenieria celular y de tejidos.
. Terapia génica

1.1.1.2. Biotecnologia blanca

Es aquella que se aplica a los procesos industriales. Esto quiere decir que generalmente su uso
radica en la creacion de nuevas reacciones quimicas, o bien simplemente en la realizacion de

estas.

A su vez, este tipo de actividad estd buscando reemplazar las tecnologias contaminantes para
introducir otras mas limpias y que respetan el medio ambiente. Basicamente, emplea organismos
Vivos y enzimas para obtener productos mas faciles de degradar, que requieran menos energia y

por lo tanto generen menos desechos durante su produccion.

El uso de enzimas o biocatalizadores es uno de los avances mas significativos en el area de la
biotecnologia blanca. La ventaja de su uso se basa en la alta selectividad y eficiencia de las
enzimas en comparacién con otros procesos quimicos artificiales. Mientras estos procesos
quimicos convencionales requieren alta presion y alta temperatura, los microorganismos y sus
enzimas trabajan a presion y temperaturas normales. Ademas, las enzimas son biodegradables y
muchas de ellas pueden funcionar en solventes organicos, alta concentracion de sales y otras
condiciones extremas. Las enzimas hoy se aplican a practicamente todas las industrias,

incluyendo la farmacéutica, alimenticia, quimica, textil, de detergentes, del papel, etc. (Diaz

Martinez, 2011b, citado en https://biotechspain.com/es/tema.cfm?iid=colores_biotecnologia).
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1.1.1.3. Biotecnologia verde

Esta se aplica en los procesos agricolas. Por ejemplo las plantas transgénicas, capaces de
desarrollarse en medios ambientales desfavorables o resistentes a plagas y enfermedades. Como
lo menciona Diaz Martinez, (2011c, citad en https://biotechspain.com/es/tema.cfm?iid=colores_biotecnologia) S&
espera que esta biotecnologia promueva soluciones mas favorables con el medio ambiente que

los métodos ya conocidos de la agricultura.

Segln Segretin (2011, citado en
http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos%20celulares%2011%20Euge.pdf), las diversas aplicaciones

de esta biotecnologia son:

e Propagacion masiva de plantas, especialmente para especies de dificil propagacion por otros
métodos, 0 en vias de extincion

e Clonacion de individuos de caracteristicas agronémicas muy deseables durante todo el afio

e Obtencidn de plantas libres de virus

e Produccion de semillas sintéticas

e Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que representan la variabilidad
genética de una poblacion vegetal)

e Obtencidn de metabolitos secundarios

e Produccion de nuevos hibridos

e Mejora genética de plantas (incluyendo obtencion de plantas transgénicas)

e Germinacion de semillas.

e Produccion de haploides.

1.1.1.4. . Biotecnologia azul

Es la que esta relacionada con el mar, y por ello también es llamada biotecnologia marina. Es
probablemente la biotecnologia que menos se ha desarrollado. Aun asi estando todavia en una
fase temprana de desarrollo, sus aplicaciones son prometedoras para la acuicultura, cuidados

sanitarios, cosmética y productos alimentarios.

Entre las aplicaciones que se han mencionado antes se puede destacar la acuicultura, que consiste
en la cria o cultivo de organismos acuéaticos con el objetivo de obtener una mayor produccion. De
este modo, se podran obtener dietas mas adaptadas para las especies cultivadas que permitan

mejorar la productividad y la calidad de las mismas. (Diaz Martinez, 2011d, citado en

https://biotechspain.com/es/tema.cfm?iid=colores_biotecnologia).
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1.2. Microorganismos Nativos

1.2.1. Microorganismos Eficientes

1.2.1.1. Origen de Microorganismos Eficientes

Los microorganismo eficiente (EM) fue desarrollado por el Dr. Teuro Higa estudiando las
funciones individuales de diferentes microorganismos, encontrando resultados positivos en esta
mezcla, desde entonces esta tecnologia ha sido investigada, desarrollada con el fin de incrementar
los microorganismos benéficos y la diversidad microbiana del suelo, y a su vez, aumentar el

crecimiento, produccion y calidad de los cultivos segun lo indica Enriquez y Viera (2010a, citado en
https://www.dspace.espol.edu.ec/bitstream/123456789/9017/1/Caracterizaci%C3%B3n%20preliminar%20de%20ais

lamiento%20de%20microorganismos.pdf).

EM es la abreviatura mediante la cual se puede reconocer a los microorganismos eficientes de
origen natural sin manipulacién genética, los mismos que forman un exuberante grupo de
microorganismos existentes en los ecosistemas naturales donde no ha existido aun actividad

humana, siendo asi seleccionados por sus beneficios y compatibilidad en cultivos mixtos.

1.2.1.2. Formacion y Composicion de Microorganismos Eficientes

Como lo sefiala Enriquez y Viera (2010) los microorganismos eficientes (EM), es una mezcla de

varios microorganismos benéficos, tanto aerébicos como anaerdbicos.

Entre estos se encuentran bacterias acido lactico y fotosintético, levaduras, hongos como los
actinomicetos y hongos fermentadores. Estos microorganismos existen en gran cantidad en la
naturaleza y son usados para el procesamiento de alimentos y de comida animal fermentada. Son

totalmente seguros para los seres humanos y animales.

Segl’m Catagfia y Noboa (2016a, citado en http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/4909/1/236T0189.pdf)
los organismos beneficiosos que conforman esta mezcla son:

e Bacterias fotosintéticas (Rhodopseudomona spp)

Son un grupo de microorganismos que sintetizan sustancias Utiles (amino&cidos, acidos nucleicos,
compuestos bioactivos y azlcares), a partir de las secreciones de las raices y la materia orgénica,
promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantas. Son consideradas el eje central de la
actividad del EM, pues dan sostén a otros microorganismos, también coexisten con Azotobacter

y Rhizobium, que fijan nitrgeno atmosférico.
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e Bacterias acido l4cticas (Lactobacillus spp)

Originan &cido lactico a partir de azlcares y otros carbohidratos, producidos por las bacterias
fotosintéticas y levaduras. Los Lactobacillus promueven la fermentacién y desdoblamiento de
lignina y celulosa, permitiendo una mas rapida descomposicion de los materiales vegetales.
También, tienen la habilidad de suprimir microorganismos causantes de enfermedades, como los
hongos del género Fusarium, que debilitan las plantas, exponiéndolas al ataque de otras

enfermedades y plagas.
Levaduras (Saccharomyces spp)

Sintetizan tanto sustancias antimicrobiales, como compuestos Utiles para el crecimiento de las
plantas, partiendo de aminoacidos y azlcares (secretados por las bacterias fotosintéticas), asi
como de materia organica. Los elementos producidos por las levaduras (hormonas y enzimas),
promueven la division activa de células, siendo también, sustratos Utiles para las bacterias acido

lacticas y los actinomicetos.

1.2.1.3. Caracterizacién del medio biético

» Bosque deciduo de tierras bajas

Se ubica entre las formaciones de matorrales secos de tierras bajas y los bosques semideciduos o
himedos tropicales, en una franja altitudinal entre los 50 y 200 m.s.n.m. La precipitacion anual
fluctta entre 800 a 1200 mm y la estacidn seca es de siete meses. La vegetacion se caracteriza por
perder las hojas durante una parte del afio. Los arboles mas comunes son de la familia

Bombacaceae, tienen troncos abombados y copa ancha.

La vegetacion en el estrato medio incluye varias especies de cactos y de plantas espinosas del
orden Fabales. Se localiza entre las provincias de Manabi en el Parque Nacional Machalilla y en
la base del Cerro Montecristi, en la provincia del Guayas en Cerro Blanco y las bases de los cerros
Masvale, Cimalon, Perequetre, Mate y Pancho Diablo en la Reserva Ecolégica Manglares-

Churute. (Enriquez y Viera, 2010c, citado en http://www.dspace.espol.edu.ec/xmlui/handle/123456789/31467).
» Bosque humedo pie-montano

Son bosques con alto endemismo (aproximadamente 10 %), los &rboles alcanzan mas de 30 m de
alto, con una gran concentracion de epifitas y un sotobosque arbustivo y herbaceo abundante en
las familias Araceae, Heliconiaceae, Cyclanthaceae, Piperaceae, Orchidaceae y Gesneriaceae. Se
ubica en el occidente de las provincias de Cotopaxi, Los Rios, Bolivar y Azuay-Guayas, entre
300y 1.300 m.s.n.m. El Bosque himedo Pie-montano crece donde la estacionalidad del clima no

es lo suficientemente fuerte como para producir una estacion seca. La vegetacion siempre verde
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puede desarrollarse aun si la precipitacion se encuentra por debajo de los 100mm mensuales.
(Enriquez y Viera, 2010d, citado en http://www.dspace.espol.edu.ec/xmlui/handle/123456789/31467).

1.2.1.4. Principales fuentes de Microorganismos Eficientes.

Enriquez y Viera (2010e, http:/Aww.dspace.espol.edu.ec/xmlui/handle/123456789/31467,) establece que hay
al menos cinco grandes fuentes de microorganismos benéficos utilizables en agricultura entre

ellos se encuentran:

Mantillos. La fuente primaria de microorganismos benéficos agricolas se encuentra en el litter,
mantillo o tierra de capote o primera pelicula de tierra bajo la hojarasca y material desprendido
de las selvas y bosques o de algunos agrosistemas poliestratificados, es decir, bajo sombrio de
arboles. Esta primera capa de tierra es a la vez efecto y residencia de los microorganismos que,
vehiculizados en el humus, convierten los residuos de vegetacion y fauna en tierra fértil.

Numerosas culturas antiguas han utilizado el mantillo como abono natural.

Compost. Diversas escuelas alternativas se aproximan al humus a través de diversos mecanismos,
particularmente los compost y muy especialmente los lumbricompost; en estos Gltimos las

excretas de las lombrices son resultado del complejo microbial digestivo.

Caldos microbiales. Se trata de la multiplicacion por via liquida de microorganismos benéficos,
de los cuales los cuatro grupos mas cultivados son: bacterias fotosintetizadoras, llamadas algas

unicelulares, levaduras, lactobacilos, actinomicetos.

Micorrizas. Tienen un papel importante en el comportamiento del arbol, por aumentar la
capacidad de absorcién de los elementos nutritivos, al producir nuevas ramificaciones absorbentes

y aumentar el area de contacto de la raiz con el suelo.

La funcion principal de las micorrizas es ayudar a que los nutrientes del suelo sean absorbidos
facilmente por las plantas ya cambio las plantas le suministran carbohidratos esenciales en la vida

del hongo.

Entomopat6genos. Son microorganismos que causan enfermedades en artrépodos (insectos,

acaros, aracnidos, etc.) y por los mismos son Utiles en controles biol6gicos.

1.3. Microorganismos de Tierra de Montafia

Los microorganismos de tierra de montafia son una combinacién de microorganismos que se
encuentran en ecosistemas o entornos naturales, los mismos que pueden ser aplicados como

inoculantes para ayudar a mejorar los suelos y el rendimiento de los cultivos.
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SegL'm Paniagua (et al., 2008, citado en http://www.fundesyram.info/biblioteca.php?id=1778),estos
microorganismos son capaces de descomponer la materia organica, a su vez compiten con los
microorganismos dafiinos. Reciclan los nutrientes para las plantas. Fijan el nitrdgeno en el suelo.
Degradan las sustancias tdxicas (pesticidas). Producen sustancias y componentes naturales que

mejoran la textura del suelo.

Hace algunos afios esta tecnologia fue desarrollada con el fin de reproducir estos microorganismos
gue se encuentran de manera natural en la capa superficial y organica de los suelos en los bosques
no manipulados por el hombre. Estos microorganismos MM tienen multiples beneficios: bajos
costos y de facil implementacion, cumplen un papel fundamental en los procesos bioldgicos de

los suelos principalmente en los sistemas agricolas.

Los microorganismos de montafia son un grupo de organismos beneficiosos los cuales contienen
aproximadamente 80 especies de microorganismos pertenecientes basicamente a cuatro géneros
principales: bacterias fotosintéticas, actinomicetos, bacterias productoras de &cido lactico y

hongos de fermentacion.

En estos ecosistemas se genera una descomposicion de materia organica, que se convierte en los
nutrientes necesarios para el desarrollo de su flora, por ejemplo, cerros, bosques mixtos, y

latifoliados, plantaciones de café, plantaciones de bambu, entre otros. (Suchini, 2012; citado en

Monjaras, 2016b, http://viaorganica.org/microorganismos-de-montana/).

1.3.1. Funciones de los microorganismos de montafia

Segln Castro, (2015, citado en https:/prezi.com/8qgb5yin_s8n/microorganismos-de-montana/)  10S

microorganismos de montafia MM cumplen las siguientes funciones:

e Tienen la capacidad de degradar la materia organica incrementando la disponibilidad de los
nutrientes del suelo.

¢ Ayudan a controlar los microorganismos patdgenos que se encuentran en el suelo.

e Favorecen la degradacion de sustancias toxicas como los plaguicidas, mejorando de esta
manera la fertilidad de los suelos.

e Aceleran la germinacion de las semillas.

e Fijacion del nitrégeno en el suelo, entre otras.

1.4. Microorganismos del Subtrépico

En &reas subtropicales y tropicales, donde la temperatura promedia es alta todo el afio, los

organismos del suelo son constantemente activos. Por consecuencia, la capa orgénica es delgada,
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el reciclaje de los nutrientes es relativamente rapido y continuo. (Harrison, 2001, citado en

http://www.tierramor.org/Articulos/Fertilidad%20de%20suelos.htm).

Los suelos de climas subtropicales tienen un alto contenido de materia organica por lo que posee

una gran cantidad de organismos.

1.5. Aplicaciones Biotecnholdgicas de Microorganismos Eficientes

Hoy en dia las aplicaciones biotecnoldgicas de microorganismos eficientes son diversas e
innovadoras ya que tienen como aporte no solo econdmico y energettico sino ambiental. Dentro
de los campos en donde se aplica biotecnologicamentte los microorganismos esta la produccion
de biocombustible, la agriculttura, ganaderia, industria e incluso en la salud humana facilitando

una coexistencia mas armonica entre los microorganismos y la humanidad como lo sefiala Higay

Wood (2009: citado en Acosta, 2012a,
http://repositorio.bibliotecaorton.catie.ac.cr/bitstream/handle/11554/3123/Microorganismos_eficientes_de_montana
.pdf;jsessionid=F6A6FF46B410C1738CFD700B3E00055C?sequence=1).

e Enlaagricultura

Los microorganismos eficientes se han utilizado para enriquecer el suelo y producir cultivos de
calidad, sanos, con un mayor rendimiento, con menos enfermedades o plagas sin el uso de

productos quimicos agricolas.

Los bio-fertilizantes 0 abonos biol6gicos estan basados en microorganismos que promueven y
benefician la nutricion y el crecimiento de las plantas. Se trata de microorganismos del suelo,
generalmente hongos y bacterias, que se asocian de manera natural a las raices de las plantas de
una forma mas o menos intima. Estos microorganismos pueden facilitar de manera directa o
indirecta, la disponibilidad de determinados nutrientes tales como: el nitrégeno, el fésforo y el
agua, ademas de producir sustancias denominadas fitohormonas promotoras del crecimiento

vegetal.

Como manifiesta Palazén (2015, http://www.ideagro.es/index.php/noticias/75-la-importancia-de-las-bacterias-
en-la-agricultura), la utilizacién de microorganismos con capacidad para promover el crecimiento
de las plantas, se presenta como una gran alternativa de biofertilizacion. Estudios controlados de
laboratorio, invernadero, y de forma mas natural en el campo, han demostrado que la aplicacion

de estas tecnologias redunda en claros beneficios
Efectos positivos

e Promueve la germinacion, crecimiento, florecimiento, fructificacién y maduracion de las
plantas cultivadas.

e Realiza la capacidad fotosintética de las plantas.
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e Incrementa la eficiencia de la materia organica como fertilizante.
o Desarrolla resistencia de las plantas a plagas y enfermedades.
e Mejora las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo.

o Suprime patdgenos y plagas del suelo. (Webmaster, 2009, citado en

http://www.laganaderia.org/15/index.php?option=com_content&view=article&id=114:microorganismos-
eficientes&catid=1:timas&Itemid=41).

e Enlaganaderia

Se ha utilizado para disminuir malos olores, reducir plagas de insectos y enfermedades, asi como
para aumentar la fecundidad de la inseminacion artificial, y mejorar la calidad de la carne, lacteos

y huevos.
e En la conservacién del ambiente

Limpiar aguas contaminadas en estanques, lagos, presas y costas, incluyendo en la limpieza de
derrames de petroleo, en el tratamiento de aguas residuales, y en la transformacion de residuos

organicos en abonos de calidad. Los eneficios en el tratamiento de agua son :

v Promueve significativamente la reduccion olores del sistema.

v" Ayuda a neutralizar la produccion de gases nocivos como amoniaco, sulfhidrico y
metilmecarptano.

v Reduce el lodo sedimentado.

v" Reduce la presencia de microorganismos patégenos, coliformes, bacterias nocivas, hormonas
y sulfatos reductores.

v" Mejora significativamente la calidad del agua, reduciendo la DBO a DQO, la turbidez, los

suspensos vy, equilibra el pH y el oxigeno disuelto. (AMBIEM, 2010, citado en

http://iwww.em-la.com/archivos-de-usuario/base_datos/uso_em_tratamiento_aguas.pdf).

e Enlaindustrial

Segun Higa y Wood (2009: citado en Acosta, 2012b, citado en
http://repositorio.bibliotecaorton.catie.ac.cr/bitstream/handle/11554/3123/Microorganismos_eficientes_de_montana

.pdf;jsessionid=F6A6FF46B410C1738CFD700B3E00055C?sequence=1) las aplicaciones mas frecuentes se

dirigen a:

e La reduccion del uso de agentes quimicos contaminantes en la etapa de pre blanqueo.
(xilanasas)

e Blanqueamiento de pulpa. (xilanasas; celulasas)
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e Reciclado de fibras. (endoglucanasas para mejorar la velocidad de drenaje de fibras
recicladas; celulasas para incrementar la densidad de la hoja de papel y reducir su
rusticidad; alfa amilasas para mejorar las propiedades del drenaje y para el destintado de
fibras recicladas, etc.).

e La disminucién de residuos y contaminantes en el proceso de reciclado. (esterasas para el
control de stickies, amilasas y proteasas para la remocion del lodo; lipasas para controlar la
acumulacién de lodo).

e Modificacion de fibras. (celulasas para incrementar la flexibilidad de las fibras, celulasas,
xilanasas y lacasas para incrementar la densidad de las hojas, etc.)

e Tratamiento de efluentes de la industria (enzimas y biodispersantes)

Otra aplicacion de gran importancia que tienen los microorganismos es ser fuente de generacion
de energia alternativa para cultivos la misma que no inicia en la agroindustria, es decir, en los
lugares de procesamiento de sustratos, sino en la produccién de buena parte de ellos (cultivos de:

palma, cafia, maiz, yuca, cafia, papa, cereales, etc.).

La revolucion verde, obligé al uso excesivo de productos quimicos para la produccién de los
cultivos, lo que ha causado detrimento ambiental y productivo. Con este enfoque se rompio el
equilibrio edéafico entre la solucién nutritiva del suelo y la poblacién nativa de microorganismos.
Las deficiencias nutricionales en los cultivos se trataban Unicas y exclusivamente con fuentes
inorganicas, exceptuando claro el empleo de materia organica que para la fecha no era de buena
calidad y se convirtid en el nicho de patégenos como nematodos, bacterias y hongos nocivos para

las plantas.

Podria decirse entonces que las primeras usuarias o beneficiarias de la microbiotecnologia son las
plantas mismas, pues reciben alimento (energia) de su vinculo (asimbi6tico o simbi6tico) con los
microorganismos nativos e inoculados por el hombre, como fuente alternativa de energia,
diferente a la convencional o de origen quimico. Se ha demostrado que el uso de microorganismos
en la agricultura favorece el desarrollo de los cultivos, disminuye los impactos nocivos del manejo

de los cultivos, constituye una fuente renovable de energia para los mismos y son mas baratos

(Fundacion GEA, 2012, citado en http://www.agro20.com/group/biotecnologaagroambiental).

1.6. Metodologias de Aislamiento

La técnica de aislamiento bacteriano es muy utilizada en el laboratorio para transferir un

microorganismo proveniente de una muestra de un ambiente a otro con el propo6sito de promover
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su crecimiento y posteriormente poder identificar los microorganismos aislados, en la tabla 1-1

se muestran algunas de las técnicas de aislamiento utilizando siempre un medio de cultivo solido.

Tabla 1-1: METODOS DE AISLAMIENTO FRECUENTES

Tipo de Siembra Mecanismo Técnica
Agotamiento por Agotamiento  progresivo y | Consiste en realizar multiples estriados en el
estrias continuo del inéculo. medio so6lido en diferentes secciones, tomando en

cada rayado solo la muestra de la seccién anterior.

Diseminacion en Extension multiple del in6culo. Se extiende con una espatula de siembra una
superficie minima cantidad de muestra (50uL) rotando

multiples veces el medio sdlido.

Diluciones seriadas Dilucion sucesiva del inoculo. Consiste en realizar diluciones graduales de la
muestra con la finalidad de sembrar la menor

cantidad de colonias en el medio sélido.

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
Fuente: CAMACHO, Christian, 2015

1.7. Metodologias de Caracterizacion

1.7.1. Caracteristicas Microscopicas

El estudio microscopico para la identificacion de una gran mayoria de grupos bacterianos nos
permite determinar la forma, tamafio y la estructura de las células realizando tinciones
principalmente la tincion de Gram; mediante la cual se puede identificar si son bacterias Gram
positivas por su coloracién azul o violeta o bacterias Gram negativas por su coloracion rosa o

roja.

1.7.2. Caracteristicas Macroscépicas

1.7.2.1. Morfologia

Permite determinar la morfologia para identificar las colonias bacterianas para lo cual se requiere
un cultivo puro, es decir que provenga de una misma célula y que ademas esté compuesta
Gnicamente por un solo tipo de microorganismo. Cuando las colonias poseen todos los
requerimientos necesarios de nutrientes de temperatura, etc. se las puede visualizar facilmente por

presentar ciertas caracteristicas en cuanto a la forma, tamafio, color que muestran las colonias.

Ademés las colonias presentan cierta caracteristica en cuanto a su textura, algunas pueden ser

viscosas asi como secas, presentar superficies lisas o granulares.
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1.7.2.2. Caracteristicas de crecimiento

Segun Koneman, (2016a, p. 164) los microrganismos presentan ciertas caracteristicas de

crecimiento como:

a. Rapidez de crecimiento.- la mayoria de los microorganismos aislados en el laboratorio se
desarrollan dentro de 1 a 2 dias. Sin embargo, ciertas bacterias (p.ej., actinomicetos,

micobacterias) y hongos pueden tomar un tiempo considerablemente mas largo.

b. Morfologia de las colonias en el medio de crecimiento.- las bacterias varian en su aspecto en
medios de cultivos solidos. Con experiencia la morfologia de las colonias en varios medios
acoplada con algunas pruebas rapidas (p.ej., oxidasa, catalasa) a menudo es suficiente para la

caracterizacién del género de microorganismos que se desarrollan a partir de muestras.

¢. Condiciones atmosféricas Optimas para el desarrollo.- los microorganismos se pueden
caracterizar por sus requerimientos para el oxigeno y, segun ese requerimiento, se pueden
clasificar como aerobios (requieren oxigeno), facultativos (pueden crecer en presencia u
ausencia de oxigeno) o anaerobios (crecimiento optimo en ausencia de oxigeno). El
crecimiento de la mayoria de los microorganismos también se estimula por diéxido de

carbono y el crecimiento de los capnofilicos depende del CO2.

d. Temperatura Optima de crecimiento.- la mayoria de los microorganismos aislados en los
laboratorios tienen un desarrollo éptimo a 35 — 37 °C. la capacidad para crecer a varias

temperaturas puede ser Util para caracterizar algunos microorganismos.

e. Morfologia de las colonias en medios diferenciales, selectivos y no selectivos.- Los
laboratorios inoculan muestras en medios no selectivos y selectivos para lograr las
condiciones dptimas de aislamientos de microorganismos a partir de una muestra. Los medios
selectivos usan agentes antimicrobianos (colistina, acido nalidixico en agar o colorantes, agar
de Macconkey, agar de azul de metileno- eosina) para inhibir el crecimiento de algunos

microorganismos y permitir el de otros. (Koneman, 2016b, p. 164).

1.7.2.3. Caracteristicas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se las realiza en el laboratorio para determinar las caracteristicas
metabdlicas que presentan los microorganismos que se requiere identificar, cuando utilizan cierto
sustrato para formar un producto final, estos pueden ser algunos azucares o carbohidratos que

siendo metabolizados por los microorganismos pueden producir &cido u otros productos finales.
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Existe una gran variedad de pruebas bioquimicas, obteniendo de algunas de estas lecturas de
resultados rapidos que pueden tardar varios segundos a pocas horas, asi como otras que pueden
tardar hasta 48 horas 0 mas. Estas pruebas contienen el sustrato a metabolizar los mismos que

determinan la capacidad del microorganismo para utilizar dicho sustrato
a. Prueba de Glucosa/ Lactosa

Evalua la reaccion del organismo al colocarlo en un medio de crecimiento basico en el que se
incorporan hidratos de carbono especificos (glucosa y lactosa), con una posible produccidon de gas
y &cido sulfhidrico (H2S). La fermentacion de los carbohidratos incorporados, producen acidos,
que se detectan por medio del indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio
acido. Existe un proceso de reduccion, el tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el
que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color
negro. (Arellano y Yambay, 2016d, http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/4955/1/236T0202.pdf).

Resultados
Segun BritaniaLab (2011, http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/kliglerhierroagar.htm), establece que:

1. Pico alcalino/fondo acido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente fermenta
la glucosa.

2. Pico é&cido/fondo acido (pico amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa,
lactosa y/o sacarosa.

3. Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo es no fermentador de
azucares.

4. La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el microorganismo
produce gas.

5. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.

i1l

Figura 1-1: Resultados prueba de Kligler.

Fuente: Spilatro, 2004
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b. Degradacién de celulosa

Segun Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia (ArgenBio),
s.f., (2011, http://porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=102) establece
gue los microorganismos capaces de degradar celulosa secretan un sistema complejo de enzimas
extracelulares, celulasas y xilanasas, que acttan en forma conjunta en la degradacion de celulosa

y hemicelulosa (los dos componentes principales de la madera).

Las fibras de celulosa son degradadas esencialmente por dos tipos de sistemas enzimaticos

Ilamados agregativos y no agregativos.
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Figura 1-2. Degradacion enzimatica de la celulosa

Fuente: http://www.enzymeindia.com/enzymes/cellulase-spanish.asp

e Microorganismos que degradan celulosa

Los microorganismos celuloliticos (que degradan celulosa) desempefian un papel importante en
la biosfera reciclando este polimero. Existe una diversidad de estos microorganismos, bacterias
y hongos aerdbicos o anaerdbicos, mesofilos o termdfilos, que producen las enzimas celulasas.

Algunos de ellos son:

Tabla 2-1. MICROORGANISMOS QUE PRODUCEN LAS ENZIMAS CELULASAS.

GRUPO ESPECIES

Hongos aerdbicos Trichoderma viride, Trichoderma reesei, Penicillium

pinophilum, Sporotrichum pulverulentum, Fusarium

solani, Talaromyces emersanii, Ttrichoderma koningit.

Hongos aerdbicos termdfilos Sporotrichum thermofile, Thermoascus aurantiacus,

Humicola insolens.
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Hongos anaerdbicos mesofilicos Neocallimastix ~ frontalis,  Piromonas  comunis,

Sphaeromonas comunis.

Bacterias aerdbicas mesofilicas y termdfilas Cellulomonas sp, Cellvibrio sp, Microbispora bispora 'y

Thermoimonospora sp.

Bacterias anaerébicas mesofilicas y termofilas Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides succinogenes,
Ruminoccoccus albus, Ruminoccoccus flavefaciens y

Clostridium thermocellum.

Fuente: (Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia (ArgenBio), s.f.)
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

c. Uso de Carbohidratos

Sousa (2012, citado en https://es.scribd.com/doc/115599303/Pruebas-Bioquimicas-Proteinas-Tolerancia-
Carbohidratos).Establece que los carbohidratos comiunmente empleados son diversos. Los mas
utilizados son los monosacaridos como: glucosa, manosa, galactosa y fructuosas, entre otros y los
disacaridos como: lactosa, sacarosa, maltosa y celobiosa. También algunos trisacaridos, entre los
que se encuentra la rafinosa y polisacaridos como la celulosa y el almidén.

Determina la capacidad fermentativa del microorganismo al utilizar el carbohidrato al que se
encuentra expuesto para dar como producto ciertas sustancias acidas como el acido lactico al
registrarse con un viraje de color al variar el pH cuando el microorganismos reacciona frente al

azucar en estudio.

Desde el punto de vista bioquimico, la fermentacion es el proceso catabdlico anaerébico en el que
los carbohidratos y los compuestos afines son oxidados con liberacion de energia en ausencia de
aceptores extremos de electrones. Los aceptores finales de electrones son compuestos organicos
producidos directamente en el desdoblamiento de los carbohidratos. En la fermentacién se
produce oxidacién incompleta del compuesto inicial y solamente una pequefia cantidad de la

energia es liberada durante el proceso.

(Garcia, 2007, citad en
http://repository.uaeh.edu.mx/bitstream/bitstream/handle/123456789/10742/1dentificacion%20de%20bacterias.pdf?se
quence=1).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar del desarrollo de la investigacion

2.1.1. Lugar de muestreo

2.1.1.1. Canton Cumanda

Cumanda, se encuentra ubicado al sur oeste de la provincia de Chimborazo, a unas 2,45 horas de
Riobamba. La cabecera cantonal, Cumanda, esta situada a orillas del rio Chimbo, que la separa
del vecino centro poblado de Bucay, perteneciente a la Provincia del Guayas. Tiene una extension
de 158,7 km2, con una poblacion de 12.900 habitantes.

El Cantédn se sitla en una altitud que varia de 300 hasta 1900 msnm aproximadamente, esta
situacion permite que sea una de las zonas con mayor biodiversidad de la provincia y del pais.

Esta ubicada en el subtropico, por lo que su clima tiene una temperatura promedio de 20° C.

El proyecto se realiza especificamente en el recinto San Vicente en donde se tomaron tres puntos
de muestreo que se indican en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2: UBICACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO EN EL CANTON CUMANDA

PUNTOS DE MUESTREO LATTITUD LONGITUD
CP1 2°13'4.52"S 79°6'31.47"0
CP2 2°13'1.61"S 79°6'32.86"0
CP3 2°13'0.38"S 79°6'33.31"0

Fuente: Google Earth, 2016
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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Figura 1-2: Ubicacidn del lugar de muestreo - Cumanda
Fuente: Google Earth, 2016

2.1.1.2. Canton Guano

El territorio del canton Guano se localiza en el centro del Altiplano Andino del Ecuador, al norte
de la provincia de Chimborazo, en las coordenadas X 762043.586; Y 9822152.649. La cabecera
cantonal se asienta en los 2639 m.s.n.m., y posee un clima templado con caracteristicas de valle
interandino.

La altitud del territorio del canton Guano varia desde los 2280 m.s.n.m. en la Comunidad Cahuaji
Bajo, parroquia Guanando, hasta los 6310 m.s.n.m. (nevado del Chimborazo), parroquia San
Andrés. Este fenOmeno permite que en el canton se 37 registren temperaturas que oscilan desde

bajo 0°C (nevado Chimborazo) hasta los 28,3°C en los meses mas caluroso.

El proyecto se realiza especificamente en la parroquia rural La Providencia en donde se tomaron

tres puntos de muestreo que se indican en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: UBICACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO EN EL CANTON GUANO

PUNTOS DE MUESTREO LATTITUD LONGITUD
GP1 1°35'37.10"S 78°37'25.79"0
GP2 1°35'36.92"S 78°37'25.88"0
GP3 1°35'36.91"S 78°37'26.21"0

Fuente: Google Earth, 2016
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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Figura 2-2: Ubicacion del lugar de muestreo -Guano
Fuente: Google Earth, 2016

2.1.2. Lugar de recoleccion de datos

Esta investigacion tuvo lugar en el laboratorio de Biotecnhologia y Microbiologia Animal,
localizado en la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, ubicado en el Km 1 % de la Panamericana Sur en la ciudad de Riobamba, provincia

de Chimborazo a una superficie de 979,7 Km2 y a una latitud de 9807000 UTM y longitud de
764600 UTM.

2.2.Procesos de la investigacion

2.2.1. Aislamiento de microorganismos de tierra de montafia y subtrépico

A. Georreferenciacion de los lugares de muestreo

Se realiz6 las visitas a los respectivos lugares de estudio para localizar los puntos donde se
tomaran las muestras para lo cual se tom6 a consideracion dos sitios geograficos plenamente
identificados como canton Guano (tierra de montafia) y cantdn Cumanda (tierra de subtrépico) de

los cuales se realizaran las capturas de los microorganismos, estableciéndose tres sitios de captura
en cada lugar.
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B. Capturay transporte de microorganismos

La captura de microorganismos se realizé utilizando trampas en tarrinas plasticas, al cual se le
adiciond en su interior materia organica en este caso se utilizo el arroz cocido, lo cual nos ayudé

como sustrato para la produccién de microorganismos eficientes.

Previamente se cociné arroz (sin sal); la tarrina es sellada previamente con una malla o nylon

bien asegurada para evitar que se derrame el arroz.

Luego se las lleva hasta los puntos localizados para ser enterradas, bajo la copa de los arboles por

un lapso de 8 dias aproximadamente.

Transcurrido los 8 dias sacamos las tarrinas y se observo que el arroz estaba cubierto totalmente
por colonias de microorganismos de diferente color ademas se los pudo reconocer con facilidad
por la formacién de micelios blancos como se muestra en la figura 1-2 y las llevamos al

laboratorio para iniciar el proceso de aislamiento y cultivo.

Figura 3- 2: Microorganismos capturados con la trampa de arroz

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

C. Aislamiento de microorganismos mediante cultivos genéricos.

a. Preparacion de medios de cultivo

Se prepar6 2 medios de cultivo AGAR NUTRIENTE en el caso de bacterias y SABOURAUD
para hongos y levaduras, siguiendo las especificaciones indicadas en cada caso para su

preparacion como se muestra en la tabla 3-2 y 4-2; se utiliz6 un agitador magnético en cada
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solucion y se lo coloc6 sobre una plancha eléctrica con agitacion hasta que el medio quede
totalmente disuelto en el agua destilada; ademas se debe tener en cuenta que el medio debe ser
esterilizado en el autoclave para ser usado.

AGAR NUTRITIVO

Tabla 3-2: COMPOSICION DEL AGAR NUTRITIVO

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Pluripetona 5.0 Suspender 31 g de polvo por
litro de agua destilada.
Extracto de carne 3.0 Mezclar y dejar reposar 5
minutos. Calentar
Cloruro de Sodio 8.0 suavemente agitando y hervir

1 o 2 minutos hasta su

Agar 15.0 disolucion.  Distribuir y
esterilizar a 121°C durante 15

minutos

Fuente: BritaniaLab, 2011
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

SABOURAUD
Tabla 4-2: COMPOSICION DEL SABOURAUD GLUCOSADO AGAR

Foérmula (en gramos por litro) Instrucciones

Pluripetona 10.0 Suspender 65 g del polvo por

litro de agua destilada.

Glucosa 40.0 Reposar 5 minutos y mezclar

hasta uniformar. Calentar

Cloranfenicol 0.05 agitando frecuentemente y

hervir 1 minuto hasta

Agar 15.0 disolver. Distribuir y
esterilizar 15 minutos a 118-
121°C.

Fuente: BritaniaLab, 2011
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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b. Preparacion de las diluciones
Para tal fin se empleo el método de las diluciones seriadas.
Materiales

e Tubos de ensayo

e Gradilla de plastico

e Pipetas de 1ml

e Pipetas de 10ml

e Perade goma

e Frascos de esterilizacion

e Espéatula
Reactivos

e Agua esterilizada

Equipos

e Balanza Analitica
e Agitador vortex

e Cabina de flujo laminar

Procedimiento

1. Setomd a consideracion una muestra por cada punto elegido, es decir tendremos seis muestras
de los dos sitios de muestreo.

2. Se prepard varios tubos de ensayo los cuales contenian 9 ml de agua esterilizada.

3. Se pesé 1 g de la muestra de arroz de cada una de las muestras.

4. Se realizo diluciones seriadas de las muestras hasta llegar a una dilucion de 10, se debe
tomar en cuenta que la primera dilucién 10 contiene 1 g de la muestra original y 9 ml de
agua estéril.

5. Se debe homogenizar la muestra por 60 segundos y posteriormente se realiza la misma técnica

hasta llegar a una dilucién 10°®.
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c. Siembra de las diluciones

De la dilucién 10 se tomé 1 ml de la solucién y se sembré en una caja Petri que contiene el
medio de cultivo preparado anteriormente y se esparce suavemente en la superficie del medio.

Todo debe estar debidamente rotulado para saber a qué muestra pertenece cada caja.

En el caso de hongos y levaduras se incubo las cajas Petri a 27°C por un periodo de 48 a 72 horas

para verificar el crecimiento.
Cultivo para bacterias
Para bacterias se lo colocé en la estufa a 37°C por 24 horas.

Transcurrido el periodo de incubacion se realizo el recuento de colonias en cada placa con el fin

de determinar el nimero de microorganismos en la muestra inicial.

Para el reporte de los resultados se us6 la siguiente formula.

UFC _NC*F*A

gmuestra P

Donde:

UFC/g: Unidades formadoras de colonia por gramo de muestra.
NC: Namero de colonias por caja.

F: factor de dilucion

P: peso en g de muestra

A: érea de la caja Petri

d. Purificacidn y reactivacion de las cepas bacterianas

Para la purificacion de cepas se tomé en consideracion las colonias méas representativas de cada
muestra tomada en los puntos tanto de Guano como de Cumanda para lo cual se realiza el mismo
procedimiento de preparacion de Agar Nutritivo; sin embargo para la inoculacion del medio se
utiliza la técnica de siembra por estria por agotamiento como se muestra en la figura 2-2 para lo

cual se sigue el siguiente procedimiento:

e Se esterilizd el asa de glaski con la ayuda de un mechero.
e Lacaja Petri se la divide en cuatro cuadrantes.
e Se tomd una muestra de la colonia y se la coloca en uno de los cuadrantes en la caja en la

superficie del medio y se procede a realizar el estriado.
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e Luego se tom6 como referencia el sentido de las agujas del reloj y se realiza el mismo
procedimiento hasta llegar al cuarto cuadrante; tomando en cuenta que la muestra se debe
tomar de la colonia que se coloco al inicio en el primer cuadrante.

e Seincubo las placas a 37°C de 24 — 48 horas.

Con el fin de realizar andlisis posteriores con esas cepas se refrigeraron las muestras a una
temperatura entre 0- 5°C, y para reactivarlas se utilizo el Tripteina Soya Caldo con el fin de darles
los nutrientes necesarios a las bacterias para que se desarrollen adecuadamente en la tabla 5-2 se
muestra la composicion de la misma; se repite nuevamente el paso de la purificacion para obtener

las cepas bacterianas que requerimos para el estudio.

Figura 4-2. Purificacion por estriado de las colonias aisladas.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Tabla 5-2: COMPOSICION DEL TRIPTEINA SOYA CALDO

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Tripteina 17.0 Suspender 30 g del polvo por
Peptona de soya 3.0 litro de agua destilada.
Cloruro de sodio 5.0 Mezclar y calentar hasta
Fosfato dipotésico 25 disolver. Distribuir vy
Glucosa 25 esterilizar en autoclave a 118-
121°C durante 15 minutos.

Fuente: BritanialLab, 2011
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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2.2.2. Caracterizacion in vitro de los microorganismos aislados

A.

Identificacion de los grupos morfoldgicos a traves de tincion Gram

Para la identificacion de la morfologia de los microorganismos incubados en los medios selectivos

se utiliza la técnica de coloracion o tincién Gram como se describe a continuacion;

Materiales

Asa de glaski
Portaobjetos

Cepas bacterianas

Reactivos

Agua destilada

Colorante principal: cristal violeta
Mordiente: Lugol

Decolorante: alcohol-cetona
Colorante de contaste: safranina

Aceite de inmersién

Equipos

Microscopio

Procedimiento

1.

Se tomé directamente de la caja Petri una muestra significativa con asa de glaski; se colocé
una gota de agua destilada en un portaobjetos y se extiende por la superficie.

Flameamos la muestra con ayuda de un mechero para que se quede completamente seco.

Se colocé los reactivos de tincion primero el cristal violeta durante 1 minuto; inmediatamente
se lava y se coloca Lugol durante 1 minuto y se lava nuevamente; seguido se expone a alcohol
cetona durante 1 minuto y se vuelve a lavar; finalmente se coloca safranina y se lava.
Posteriormente se colocé una gota de aceite de inmersion en la placa y se observo en el
microscopio con el objetivo (100x); donde se podran diferenciar las colonias Gram + de color
azul y las colonias Gram — de color rojo como se muestra en la figura 3-2 y 4-2
respectivamente. Esto se da gracias a que el Lugol lava el polisacarido de la pared de las
bacterias Gram — y estas quedan incoloras, mientras gque las bacterias Gram + conservan el
tono azulado. Posteriormente la Safranina entra en contacto con las bacterias. Gram —y les

da el tono rojizo.
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Figura 5-2: Bacterias Gram + , Bacilos
Fuente: Moreno J; Velarde K, 2016

Figura 6-2: Bacterias Gram -, Cocos bacilos
Fuente: Moreno J; Velarde K, 2016

B. ldentificacion de la Atmésfera de cultivo

Esta técnica se utiliza para determinar los requerimientos que necesitan los microorganismos para

poder desarrollase en un medio, es decir si trabajan en ausencia o presencia de oxigeno.

Para verificar si un cultivo es anaerobio se realiz6 el mismo proceso descrito anteriormente pero

en este caso se lo coloco en una jarra de anaerobiosis y se lo incubd a 37°C/24-48 h.

Figura 7-2. Jarra de Anaerobiosis
Fuente: OXOID, 2012
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C. Determinacion del nUmero de organismos por gramo de muestra.

Se utilizo6 la técnica en placas Petrifilm®™™ para recuento de microorganismos en un sistema de
medio de cultivo listo que facilita la enumeracion de las colonias de bacterias; lo cual permite una

estimacion cuantitativa del nimero de microorganismos.
Se utilizé placas 3M™ Petrifilm™ para mohos y levaduras y aerobios totales.

El procedimiento es el mismo descrito para cultivos en caja Petri, solo que en este caso se tomo
1 ml de la muestra y se lo colocé en el film inferior y de manera suave se ejerce una pequefia
presion del dispersor en el film superior de la placa con el fin de distribuir uniformemente el
inoculo en la zona circular; y luego se incubo a 37 °C por 24-48 horas en el caso de bacterias y

en el caso de hongos y levaduras se incubo a 27 °C por un tiempo de 48-72 horas.

Para el reporte de los resultados en el caso de grupos bacterianos se usé la siguiente formula:

UFC _NC*F*A

gmuestra P

Donde:

UFC/g: Unidades formadoras de colonia por gramo de muestra.
NC: Numero de colonias por caja.

F: factor de dilucion

P: peso en g de muestra

A: &rea de inoculacion

En el caso de hongos se realiza de la siguiente manera:

UPC  NC*FxA

gmuestra P

Donde:

UPC/g: Unidades propagadoras de colonia por gramo de muestra.
NC: Numero de colonias por caja.

F: factor de dilucion

P: peso en g de muestra

A: area de inoculacion
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D. Rango de comodidad calorifica

Sirve para determinar la temperatura éptima a la cual los microorganismos sobreviven y se

desarrollan.

Para lo cual se sometié cada una de las muestras colocadas en las cajas Petri a diferentes rangos

de temperatura siguiendo la misma técnica anteriormente mencionada.

Para el caso de los psicrofilos (5°C), termdfilos (45°C), y para los meséfilos (37°C).

2.2.3. Pruebas bioquimicas de las cepas bacterianas

2.2.3.1. Potencial de acidificacion
Es la medida de la tendencia de un microorganismo a volverse acidificante en su potencial de
acidificacion.

Este procedimiento consiste en realizar una serie de pruebas de fermentacion utilizando el medio

Kligler. Se realiza de la siguiente manera:
Materiales

e Tubos de ensayo
o Asade glaski

e Cepas bacterianas

Reactivos

e Medio de Kligler
Equipos

e Estufa
Procedimiento

Se prepar6 el medio Kligler y se llevo al autoclave para esterilizar el medio; se coloc6 5 ml del
medio en cada tubo y se lo dejé enfriar procurando que tenga una inclinacion de 15°

aproximadamente para que se forme un pico de flauta.

Luego con la ayuda de un asa se tomo una pequefia muestra de la cepa bacteriana primero por

picadura en el fondo y a continuacién una siembra por estria en la superficie del pico de flauta.
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Se incubéd a 37°C por 24 horas.

2.2.3.2. Determinacion del uso de carbohidratos

Mediante esta técnica se determina la forma en que los microorganismos utilizan diferentes

azucares en forma de pruebas bioquimicas.

Esta prueba bioquimica se la realiza utilizando las galerias API. En este caso se utilizo la galeria

API 20 NE (bioMériux), como se detalla a continuacion.

Permite la identificacion de bacilos Gram negativos no pertenecientes al grupo de las

enterobacterias. Es una galeria conformada por 20 microtubos. (BioMérieux, 2010)

Para la determinacion de este proceso fermentativo los microrganismos que deseamos estudiar en
este caso las bacterias a ser analizadas se ponen en suspensién en un medio liquido el cual nos
servira para posteriormente ser inoculado en la galeria API. Durante la incubacion, el catabolismo
de los glucoésidos produce acidos organicos que hacen virar el indicador del pH. Los resultados

obtenidos constituyen el perfil bioquimico de la cepa. (Salas, 2009)
Este proceso se lo realizd de la siguiente manera:

e Se realiz6 una suspension de las cepas bacterianas en Tripteina Soya Caldo con el fin de

reactivar las cepas y de la misma se tomara la muestra para ser inoculadas en la galeria API.
Inoculacion en la galeria:

e Se tomaron pequefias muestras de la suspension microbiana y se dispuso en la galeria API 20
NE, asegurandose de que esta esté completamente homogénea.

e Se genera anaerobiosis con aceite mineral e parafina en las pruebas en las cuales el nombre
del azlcar esta subrayado.

e Las pruebas que se encuentran encerradas en un recuadro se deben llenar completamente
hasta la ctpula.

e Con las indicaciones correspondientes de la prueba se recubre los test con aceite mineral de
parafina.

e Seincubd las muestras a 37 °C durante 24 h, tratando de mantener una atmosfera himeda en

la estufa y con esto evitar que las muestras se sequen.
La lectura de la galeria se la realiza de la siguiente manera:

e La lectura se realiz6 después de las 24 h de incubacion.
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e Se observo en cada tubo la acidificacion producida si la reaccion es alcalina hay un cambio
de color rojo; para la reaccion acida (cambio de color a amarillo); y cuando se da produccién

de H.S e hidrolisis de gelatina hay un cambio a color negro.

cupula

woapi . Tue? Dot e

pozo

Figura: 8-2. Galerias API 20NE (bioMérieuxMR)

Fuente: Mac Faddin J, 2003
2.2.3.3. Medicion del potencial de degradacion de celulosa
Se realiz6 mediante cultivos in vitro para determinar el porcentaje de degradacion de celulosa

pura, expresado en porcentaje, en una unidad de tiempo y por una cantidad determinada de

microorganismos.

Para la realizacion de esta prueba se usé la es escala de McFarland para realizar una comparacion
de los in6culos ya sea esta visual o por la medicion mediante métodos turbidimétricos, llevando

un control de la escala y del inéculo.
a. Preparacion del estandar de solucién McFarland
Materiales

e Frascos volumétricos de 100ml
e Pipetas de 1 ml

e Perade goma
Reactivos

e Acido sulfarico 95-98% (H2SO4)
e Cloruro de Bario dihidratado (BACI,.2H0)
e Agua destilada

Equipos

e Cabina de flujo laminar
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Procedimiento
Acido sulfarico 1% v/v (H2SO4)

» Agregar aproximadamente 90 ml de agua destilada en un frasco graduado de 100 ml.
» Con una pipeta de 1 ml agregar 1 ml de H2SO4.

» Llevar a 100 ml de volumen con agua destilada y mezclar.
Cloruro de Bario.2H20 (1.75% p/v) (BaCl2)

» Pesar 1.175 g BaCl2. 2H20 vy pasarlo a u frasco graduado de 100 ml.
» Agregar aproximadamente 50 ml de agua destilada y mezclar bien hasta disolver.

» Llevar a 100 ml de volumen con agua destilada y mezclar.

Creamos 10 estandares y mediante espectrofotometria, se realiza una recta patron de esta manera
se puede detectar la concentracion de nuestras diluciones bacterianas. Esta escala se basa en la

capacidad que posee el cloruro de bario de precipitarse con la presencia de acido sulfdrico.

Tabla 6-2: ESCALA MCFARLAND

Escala McFarland BaCl,al 1% (ml) H,>SO4 al 1% (ml) UFC/ml (x108)
1 0,1 9,9 3
2 0.2 9,8 6
3 0,3 9,7 9
4 0,4 9,6 12
5 0,5 9,5 15
6 0,6 9,4 18
7 0,7 9,3 21
8 0,8 9,2 24
9 0,9 9,1 27
10 1,0 9,0 30

Fuente: VALEJO, M, 2012

Con ayuda de esta escala preparamos los 10 estandares de McFarland.
Materiales

e Tubos de ensayo
e Pipetas de 1ml
e Pipetas de 10 ml

e Perade goma
Reactivos

e Acido sulfarico 1% v/v (H2SO4)
e Cloruro de Bario.2H20 (1.75% p/v) (BaCl2)
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Procedimiento

En cada uno de los 10 tubos se puso en las cantidades que indica la tabla tanto de acido sulfurico

como de cloruro de bario hasta llegar a los 10 ml.

Luego se preparo la solucion con la cepa bacteriana, se coloc6 10 ml de agua estéril en diferentes
tubos de ensayo; después con la ayuda de un asa de glaski tomamos una pequefia muestra de la

cepa y la colocamos en el tubo, luego agitamos la solucidn.
b. Lectura en el espectrofotometro

Con la ayuda del espectrofotometro y con una longitud de onda de 625 nm se realizé la lectura de
los 10 estandares de MacFarland, de los cuales se realiz6 3 repeticiones obteniendo 3 lecturas de

cada uno de los patrones.

Asi mismo se realiz6 el mismo procedimiento pero con las cepas bacterianas, de la misma forma

se realizan 3 repeticiones de cada una de las soluciones con las cepas.
c. Prueba de degradacién de celulosa
Materiales

o Cajas Petri
e Pipetas de 1 ml
e Bisturi

e Papel higiénico como fuente de celulosa
Reactivos

e Agar nutriente

Procedimiento

Para realizar este proceso se tomd 1 ml de la solucién con la cepa bacteriana preparada
anteriormente y se colocé en la caja Petri; después se coloca el medio de cultivo y se lo deja que

este se solidifique.

Posteriormente se realiz6 un pequefio corte en el agar en tres diferentes secciones y se colocé un

trozo pequefio de papel higiénico en cada uno de los cortes realizados.
Y se realiza el mismo procedimiento con las otras cepas bacterianas.

Se incubo en una estufa a 37 °C mientras se verifica diariamente si hubo degradacion de celulosa

por parte de las bacterias seleccionadas.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Anélisis del aislamiento de microorganismos

3.1.1. Cultivos genéricos

BACTERIAS

Transcurridas 24 horas desde la siembra se puede identificar que ya existe crecimiento bacteriano
en las cajas que contienen Agar Nutriente el mismo que permanece solido incluso a altas
temperaturas, y nos ayuda a distinguir mejor las colonias pequefias ya que el crecimiento
bacteriano lo hace en la superficie (Casado et al., 2012). Cada muestra se encuentra codificada
de acuerdo al lugar y punto de muestreo. En el anexo A se encuentran los calculos
correspondientes para las cajas en las que se requiri6 aplicar el método indicado. En la tabla 1-3

se detalla el recuento de microorganimos aislados del suelo.

Tabla 1-3: RECUENTO DE MICROORGANISMOS DE SUELO, EN PLACA.

Muestra Dilucién Resultado UFC/g
Mi1C 10 MNPC

M2C 10 9,8x10°

M3C 10 MNPC

MIG 10 1,3 x10°

M2G 10 4,9 x10°

M3G 10 5,5 x10°

*Los nimeros 1, 2,3 corresponden al punto de muestreo; las letras C, G, corresponden respectivamente al lugar de muestreo
Cumanda y Guano; MNPC: muy numeroso para contar.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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3.1.2. Caracterizacioén in vitro de los microorganismos aislados

A. ldentificacion de los grupos morfoldgicos a traveés de tincion Gram

En la tabla 2-3 se presentan los resultados obtenidos de la Tincién Gram, con lo cual se puede
definir la morfologia de los grupos bacterianos, asi como definir el grupo al que pertenecen si son

Gram Positivos(+) y Gram negativos(-).

Tabla 2-3: CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE MICROORGANISMOS EN
CONDICIONES OPTIMAS DE TEMPERATURA 37°C.

Muestra Resultados de Tincion
M1C1 Bacilos Gram +

Cocobacilos Gram -

M1C2 Bacilos Gram +

Cocobacilos Gram -

M2C Bacilos Gram +
esporulados
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M2G2 Cocobacilos Gram + vy

Gram -

M3G Cocobacilos Gram -

*Los ntimeros después de las letras C o G significan que son dos cepas distintas en la misma muestra.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Las colonias bacterianas que pudieron ser visualizadas mediante una tincion de Gram fueron en
su gran mayoria bacilos Gram positivos asi como bacilos esporulados, segln Garcia et al., 2013
demuestra en un estudio que existe la existencia de varios géneros de bacilos Gram positivos y
Lactobacillus, asi como bacilos esporulados en muestras de microorganismos eficientes tomadas
del suelo. Las bacterias acido lacticas tienen la habilidad de suprimir enfermedades incluyendo
microorganismos como Fusarium, que aparecen en programas de cultivos continuos; ademas
ayudan a solubilizar la cal y el fosfato de roca. (Microorganismos eficientes y amigables con el
ambiente, 2008, pp.34-36)

El uso de bacterias acido l4cticas reducen las poblaciones de nematodos y controla la propagacion
y dispersion de Fusarium, y gracias a ello induce un mejor ambiente para el crecimiento de los
cultivos (Sharifukkin, 1993; citado en Garcia et al., 2013).

a. ldentificaciéon de hongos

En la tabla 3-3 se indica los resultados obtenidos para la identificacion de hongos. Para estos
resultados cabe mencionar que se realizé de dos maneras con tincion Gram ya que esta permite
diferenciar algunas levaduras y con azul de metileno el cual nos ayuda a diferenciar en si la
morfologia que presentan los hongos, esto debido a que la tincion de Gram no nos permitid

verificar la morfologia caracteristica de los hongos.
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Tabla 3-3: CARACTERIZACION MICROSCOPICA

DE HONGOS

Muestra

Resultados

M1C

Azul de metileno

Hongos miceliales

Azul de metileno

M1C Hongos miceliales
Tincion Gram

Levaduras
M1C2 Levaduras en gemacion
Tincion Gram
M2C1 Hongo micelial
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Levaduras

Cocobacilos Gram -

Levaduras

Hongo micelial

Cocobacilos Gram -

M2C2
Tincién Gram

M3C

Tincién Gram

M3C

Azul de metileno

G
Tincién Gram

1

M
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M1G1

Cocobacilos Gram +

Tincién Gram
M2G Cocobacilos Gram -
Tincién Gram
M3G Hongo micelial R T
) e, s
.» ..'
e /
L4 {
)
v \“I
. 0". 4 X
v
-
M3G Levaduras
Tincién Gram

Cocobacilos Gram -
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M3G1 Bacilos Gram +

Tincién Gram

Cocobacilos Gram -

*os ntimeros después de las letras C o G significan que son dos cepas distintas en la misma muestra.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Se pudieron observar la morfologia de algunas levaduras y hongos miceliales demostrando asi la
presencia de este tipo de hongos y levaduras en la muestras analizadas los mismos que son
encargados de degradar proteinas complejas y carbohidratos, produciendo sustancias bioactivas
gue pueden estimular el crecimiento y actividad de otras especies, asi como de plantas superiores.
(Microorganismos eficientes y amigables con el ambiente, 2008, pp.34-36). La investigacion
realizada por Garcia et al., 2013 demuestra que fueron observados algunos hongos miceliales y
levaduras las que nos indican que existe la presencia de este tipo de organismos los cuales también
soy muy importantes dentro de los procesos en los cuales se utilizan los microorganismos

eficientes.

B. ldentificacion de la Atmdsfera de cultivo

Esta prueba nos permiti6 verificar la presencia de microorganimos que pueden sobrevivir en

ambientes anaerdbicos, es decir totalmente sin oxigeno.

Después de transcurrido de 24-48 horas pudimos observar que si hay crecimiento en este tipo de

ambientes.

La tabla 4-3 muestra el recuento de microorganismos anaerobicos y en la tabla 5-4 se presenta la

identificacion de los mismos mediante la técnica de tincién Gram.
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Tabla 4-3: RECUENTO EN PLACA DE MICROORGANISMOS ANAEROBICOS

Muestra Dilucion Resultado UFC/g
M1C 10 2,1 x10°

M2C 10 Colonia Pura
M3C 10 MNPC

MIG 10 1,9 x108

M2G 10 1,9 x108

M3G 10° 1,3 x108

*Los nimeros 1, 2,3 corresponden al punto de muestreo; las letras C, G, corresponden respectivamente al lugar de muestreo
Cumanda y Guano; MNPC: muy numeroso para contar.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Tabla 5-3: CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE MICROORGANISMOS
ANAEROBICOS

Muestra Resultados de Tincion
M1C1 Bacilos Gram +

Cocobacilos Gram -

M1C2 Bacilos Gram +

Cocobacilos Gram -

54



M2C Bacilos Gram +
esporulados

M3C1 Bacilos Gram +
esporulados

M3C2 Bacilos Gram +

M1G1 Bacilos Gram +

esporulados
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M2G1 Bacilos Gram +

M2G2 Cocobacilos Gram + y
Gram -
M3G Cocobacilos Gram -

*Los ntimeros después de las letras C o G significan que son dos cepas distintas en la misma muestra.
Realizado por: Moreno J ; Velarde K, 2016

Existe una gran cantidad de bacilos Gram positivos en su mayoria como se ha demostrado en los
resultados anteriores que incluso se desarrollan en condiciones anaerobicas, lo que manifiesta que
el suelo es un sistema complejo en donde se desarrollan una gran cantidad de microorganismos

que pueden sobrevivir en ambientes aerébicos como anaeroébicos.

C. Identificacion del nimero de organismos por ml de inoculo.

Transcurridas las 24 horas de incubacion en laestufay a 37 °C con una dilucién de 10 obtuvimos
los siguientes resultados:

Seguln la Guia de interpretacion 3M (2013)para Recuento de Aerobios Totales son un medio de
cultivo listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente

gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador de color rojo que facilita el recuento de las
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colonias. Las Placas Petrifilm AC se utilizan para el recuento de la poblacion total existente de

bacterias aerobias en productos, superficies, etc.

En latabla 6-3 se muestra el recuento de microorganismos aerobios totales por mililitro de inoculo
en placa Petrifilm. En el Anexo B se presentan los calculos correspondientes para las Placas

Petrifilm en las que se requiri6 aplicar el método indicado.

Tabla 6-3: RECUENTO DE AEROBIOS TOTALES

Muestra Dilucion Resultado UFC/mI
M1C 10 1,2x108

M2C 10 1,2x108

M3C 10 2,2 x10°

MIG 10 MNPC

M2G 10 MNPC

M3G 10 MNPC

*Los nimeros 1, 2,3 corresponden al punto de muestreo; las letras C, G, corresponden respectivamente al lugar de muestreo
Cumanda y Guano; MNPC: muy numeroso para contar.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Segun la Guia de interpretacion 3M (2013) para recuento de mohos y levaduras contienen un
indicador colorante para levaduras y mohos para proporcionar contraste y facilitar el recuento.
Los mohos se presentan como colonias grandes, verdes, con bordes difusos y un foco central,

mientras que las levaduras son pequefias, de color tostado, con bordes definidos y sin foco.

Se puede observar claramente que existen la presencia de mohos y levaduras en las muestras

analizadas.

La tabla 7-3: RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS POR ML DE INOCULO.

Muestra Dilucion Resultado UPC/ml
M1C 10° 0
M2C 10 6 x10” mohos

2,1 x108 levaduras
M3C 10 3,6 x108 levaduras
MIG 10° TNTC
M2G 10 9 x10” mohos
M3G 10 TNTC mohos

*Los numeros 1, 2,3 corresponden al punto de muestreo; las letras C, G, corresponden respectivamente al lugar de muestreo
Cumanda y Guano; TNTC: demasiado numeroso para contar.
Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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En la muestra M1C se reportd como 0 en la lectura porque la placa presento un color uniforme en

el medio esto debido a la presencia de la “fosfatasa natural” en la muestra analizada.

Todas las células vivas contienen el enzima fosfatasa. En presencia de la fosfatasa el indicador de
las placas de Petrifilm Levaduras y Mohos se activa y las colonias de levaduras y mohos se
colorean de azul. (3M, 2013).

Adicionalmente a esto se realizd6 dos pruebas de Salmonella y E. Coli/Coliformes y
Staphylococcus aureus tomando aleatoriamente 2 muestras; en este caso se toma la muestra 1 de

Cumanda.
a. Recuento de Salmonella

El andlisis realizado reportan la ausencia de este tipo de bacterias después de ser observadas en

un tiempo de 24 horas de incubacion.
b. Recuento de E. Coli/Coliformes

Segln la Guia de interpretacion 3M (2013) las Placas Petrifilm™ para el Recuento de
E.coli/Coliformes (Placa Petrifilm EC) contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un
agente gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa y un

indicador que facilita la enumeracion de las colonias.
Los resultados indican 1 sola colonia lo cual indica que tiene 2x107 UFC/m.
c. Sistema de Recuento 3M Petrifilm Staph Express

La placa de recuento Petrifilm Staph Express contiene un sistema de medio de cultivo preparado.
El medio cromogénico tipo Baird-Parker modificado es selectivo y diferencial para
Staphylococcus aureus. El Staphylococcus aureus se manifiesta en la placa bajo la forma de

colonias rojo-violeta. (3M, 2013).

En la identificacidon de Staphylococcus aureus se reporta la usencia de estas bacterias debido a
que las colonias caracteristicas presentan un color rojo-violeta, pero en este caso se evidencid

colonias azul-verdosas las cuales no son colonias de S. aureus.

La figura 1-3 indica los resultados del recuento de microorganismos en placas 3M™ Petrifilm™,
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Figura 1-3: Recuento de microorganismos en placas 3M™ Petrifilm™

Fuente: Moreno J; Velarde K, 2016

D. Rango de comodidad calorifica

a. Microorganismos Psicrofilos

Los resultados obtenidos para microorganismos sometidos a una temperatura de 5 °C se muestran

en la tabla 7-3.

Tabla 8-3: MICROORGANISMOS PSICROFILOS.

Muestra

Resultados de Tincion

M1C

Cocos Gram +

Foto
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M2C Cocobacilos Gram -

M3C Cocobacilos Gram -

Cocos Gram +

M1G Cocobacilos Gram -
M2G Cocobacilos Gram -
M3G Cocobacilos Gram -
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Cocobacilos Gram +

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

A diferencia de los resultados anteriores en donde los microorganimos estan en las condiciones

Optimas para su desarrollo, podemos observar que a temperaturas bajas no encontramos ningun

tipo de bacilos en ninguna de las muestras; como podemos determinar en la tabla 7-3 segln la

morfologia existe la presencia de cocobacilos Gram positivos y Gram negativos Gnicamente.

A temperaturas inferiores a la Optima, la velocidad de crecimiento de los microorganismos

disminuye y los periodos de latencia se alargan mucho.

A una temperatura de refrigeracion (0 - 5° C) los organismos psicréfilos crecen mas rapidamente

que los mesofilos. (Microbiologia General, 2008)

b. Microorganismos meséfilos

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla 2-3 de las caracteristicas microscépicas ya

que esta es la temperatura mas Gptima para el crecimiento de bacterias es decir a 37 °C.

c. Microorganismos Termofilos

Tabla 9-3: MICROORGANISMOS TERMOFILOS

Muestra

Resultados de Tincion

Foto

M1C

Bacilos Gram +

esporulados
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Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Existen microorganismos que pueden resistir a temperaturas por encima de la adecuada, es decir

temperaturas minima de 45°C, siendo la méas 6ptima para su desarrollo de 55 - 75 °C.

Mediante las técnicas de tincién nos permitié identificar ciertos grupos morfolégicos como son

Bacilos Gram +, Bacilos Gram + esporulados y ciertos cocobacilos Gram +y Gram -.

Los microorganimos termofilos se desarrollan a temperaturas relativamente altas. Se desarrollan
a temperaturas superiores a 45 °C por ejemplo organismos que viven en la superficie del suelo
bajo radiacion solar directa, en el compost, etc. (EcuRed, 2016) como es en el caso de la muestra

3 de Cumanda y muestra 1 de Guano donde no se evidencio crecimiento, ya que en estos puntos
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no hubo radiacién solar directa por lo tanto estos microorganismos no resistieron este rango de

temperatura.

3.1.3. Pruebas Bioguimicas de las cepas bacterianas

3.1.3.1. Potencial de acidificacion

El medio Kligler nos permitid determinar que los microorganismos aislados fermentan glucosa y

lactosa, ademas de identificar la formacion de &cido sulfhidrico (H2S).

La lactosa y la glucosa son los hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el
sustrato necesario para la produccion de &cido sulfhidrico, el citrato de hierro y amonio, es la
fuente de iones Fe 3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de
hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el
balance osmético. El agar es el agente solidificante. Por fermentacion de azUcares, se producen
acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en
medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con

una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro. (BritaniaLab, 2011)

Los resultados obtenidos en este analisis nos indican que existe la presencia de microorganimos

gue fermentan principalmente glucosa.

3.1.3.2. Uso de carbohidratos

Después de realizar la prueba se puede verificar que las cepas sometidas en la galeria APl 20 NE
(BioMériux), fermentan algunos azucares de la prueba verificado por el viraje de color en los

microtubos donde se encuentra la muestra.

En el anexo C se muestran las lecturas en base al cambio de color que presentan las cepas cunado

fermentan el azlcar.
Las 6 cepas analizadas fermentan los siguientes azucares:

Glu (D-glucosa), L-arginina, urea, esculina citrato férrico, gelatina (hidrdlisis (proteasa)
(GELatina)), |Glu| (D-glucosa, asimilacion de glucosa).

A diferencia de las otras cepas analizadas la cepa de la muestra 2 tomada de Guano tubo un
cambio significativo de color en el azicar 4-nitrofenil-EDgalactopiranosida; el cual no se produjo

en las otras reacciones.
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En la tabla 9-3 se muestra en detalle el resultado obtenido de las pruebas de potencial de

acidificacion utilizando el medio Kligler y de uso de carbohidratos con la prueba API 20 NE.
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Tabla 10-3: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS.

Muestra

Acidificacién
(Kligler)

Galeria API 20 NE

Glucosa

Glucosa/Lactosa

H2S

GAS

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

M1C

+

M2C

+

M3C

+

M1G

+

M2G

+

M3G

+

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016




De estas pruebas fermentativas realizadas podemos verificar que las cepas bacterianas analizadas
fermentan principalmente glucosa como se puede observar realizando la prueba de Kligler y asi
mismo la galeria API; esto debido a que existen microorganismos en los cuales su principio activo
es la fermentacidn de ciertas sustancias como por ejemplo bacterias del acido lactico que son
fermentadores de azucares y de otros carbohidratos y también debido a la presencia de bacterias
fotosintéticas que son capaces de sintetizar algunas sustancias Utiles (aminoacidos, acidos

nucleicos, compuestos bioactivos y azlcares).

La cepa M3C y M1G producen HS que se registrd por la presencia de un color negro esto debido
a que se encuentra en un medio acido y por lo tanto quiere decir que hubo fermentacion por parte

de los microorganismos.

La cepa M2C, M3C, M1G indican ademas la presencia de gas al observar el desprendimiento y

ruptura del agar, lo cual indica también que se esta dando un proceso fermentativo.

3.1.3.3. Potencial de degradacion de celulosa

a. Escala de McFarland

Utilizar la escala de McFarland nos permiti6 determinar la concentraciéon aproximada del inoculo
bacteriano que vamos a utilizar para realizar la prueba de degradaciéon de celulosa de los

microorganismos aislados desde suelos de montafia y subtropico.

En el anexo H se presentan los resultados obtenidos de la lectura con el espectrofotémetro tanto
de los 10 estandares de la escala de McFarland asi como de las cepas bacterianas de cada punto

de muestreo.

A continuacion en el grafico 1-3 se presentan los valores de los 10 estandares de McFarland con

los valores obtenidos en el espectrofotometro, respectivamente.

66



Estdndares McFarland vs Concentracion
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Grafico 1-3. Resultados de los 10 estandares de McFarland y sus concentraciones.

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

El grafico 2-3 y 3-3 representan respectivamente las cepas de cada punto de muestreo con los

valores obtenidos de la lectura mediante espectrofotometria.
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Grafico 2-3. Resultados de los 3 puntos de las cepas en los 3 puntos de muestreo de Cumanda.

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
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Grafico 3-3. Resultados de los 3 puntos de las cepas en los 3 puntos de muestreo de Guano.

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

Para obtener la concentracion de ufc/ml en las cepas de estudio se obtiene de la grafica 1-3 los
valores mas representativos es decir de los que no haya una variacion mayor; por lo tanto se toman
3 puntos del intervalo 0,514-0,731 y tomamos aleatoriamente el valor intermedio de este intervalo
que es 0,651.

En el anexo H podemos observar que el valor obtenido 0,651 se obtiene de sacar la media de las
tres lecturas realizadas para el estandar 3 de McFarland, por lo tanto quiere decir que este tiene

un valor de u.f.c/ml de 9,0x108.

Para obtener los valores que se encuentran en la tabla 10-3 de los resultados de u.f.c/ml para cada
cepa bacteriana analizada se realiz6 un regla de tres tomando como referencia el valor 0,651 de

la siguiente manera:

e Mi1C
0,651 9108
—_
0,349 X
e M2C
0,651 9108
—_
0,091 x
e M3C

0,651 9 x 108
—_
0,106 x
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e MIG

0,651 9 %108
ﬁ
0,100 x

o M2G
0,651 9 x 108
_)
0,146 x
e M3G
0,651 9 x 108
_)
0,155 X
Donde:

X: valor resultante mostrado en la tabla 10-3.

Tabla 11-3: RESULTADOS DE LAS U.F.C/ML DE LAS CEPAS BACTERIANAS DE CADA
LUGAR DE MUESTREO.

Muestra u.f.c/ml

Mi1C 4,82x108
M2C 1,25x108
M3C 1,46x108
M1G 1,38x108
M2G 2,01x108
M3G 2,14x108

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016
b. Prueba de degradacion de celulosa

Se observaron las cajas Petri en un lapso de 24 h, 48 hy72 h para verificar si existe degradacion
de celulosa por parte de las cepas bacterianas analizadas y se observé que las bacterias no

degradaron la celulosa debido a que el papel seguia intacto.
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Lo que nos indica que no hay degradacion por parte de los microorganismos eficientes aislados
de suelos de montafia y subtropico es que este tipo de microorganismos no son degradadores de

celulosa, pero si son fermentadores de ella.
La celulosa es un carbohidrato que puede ser degrada por fermentacion.

De la fermentacion de celulosa algunos de los productos resultantes son: alcoholes, &cidos
organicos, anhidrido carbénico e hidrogeno; aquellos productos quedan a disposicion de ciertas
bacterias las cuales realizan procesos especiales de fermentacion, incluso la fermentacion
anaerobica, mediante la cual producen como producto final metano, y en presencia de sulfato,
sulfhidrico. (Mandujano, 2010).
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CONCLUSIONES

+ Se aislaron microorganismos eficientes de tierra de montafia y subtrépico utilizando la técnica
del arroz cocido descrito por el Dr. Teruo Higa en la década de los 80, inoculandolo en
medios selectivos tanto para bacterias como para hongos determinando gue estos poseen un

gran potencial biotecnoldgico.

+ La caracterizacion in vitro de las cepas microbianas permitieron definir la morfologia de los
mismos a nivel de subtropico donde se presentan caracteristicas variadas en relacién a los
aislados de montaria en donde no hay mayor variedad, esto puede darse debido a la diferencia
notoria de temperatura y el tipo de suelo. En todos los puntos de muestreo se determinaron la
existencia en mayor porcentaje de Bacterias Gram Positivas incluso en ambientes anaerébicos
como en ambientes de bajas y altas temperaturas. En cuanto a Hongos utilizando la
coloracion con azul de metileno permitieron identificar hongos miceliales con caracteristicas
marcadas por la formacion de micelios, ademas con la Tincion Gram se demostré la presencia

de una gran cantidad de levaduras tomando en cuenta su morfologia.

+ Las pruebas bioquimicas realizadas demostraron que las cepas bacterianas aisladas tienen
una gran capacidad fermentativa de sustratos principalmente ricos en glucosa lo cual nos
indica que este tipo de microorganismos encontrados son muy Utiles en procesos
fermentativos. Estos microorganismos demostraron que no son degradadores de celulosa pero
si tienen potencial para ser fermentadores, los cuales pueden dar como producto final
alcoholes, &cidos organicos, anhidrido carbénico e hidrogeno.

Por su capacidad fermentativa estos microorganismos pueden ser utilizados como activadores
de Biofertilizantes o abonos orgéanicos, ademas puede ayudar a la fermentacion de materia

organica.
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RECOMENDACIONES

v

Realizar la caracterizacion molecular de las cepas bacterianas para determinar a qué género
y familia pertenecen y asi determinar de una manera mas concreta que tipos de bacterias se

encuentran en las mezclas que conforman los microorganismos eficientes.

Ampliar las pruebas bioquimicas realizadas a los microorganismos para poder determinar su

uso potencial biotecnolégico en los diferentes campos industriales.

Se recomienda el estudio a detalle de los hongos para verificar los procesos que estos llevan
a cabo, mediante pruebas idoneas para este tipo de microorganismos.

Con las cepas bacterianas aisladas realizar pruebas de campo posteriores para verificar su
actividad biotecnologica.

Experimentar la eficiencia de las bacterias con distintos sustratos que contengan celulosa y
con diferentes concentraciones para determinar si los microorganismos son capaces de

degradar celulosa.

Se recomienda aplicar las bacterias aisladas en procesos que involucren principalmente

fermentacidn utilizando sustratos que contengan carbohidratos.
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ANEXOS

ANEXO A. GEOREFERENCIACION DE LUGAR DE MUESTREO




ANEXO B. CALCULO DEL NUMERO DE COLONIAS

Muestra N° colonias | N° colonias | Area de la | PESO (g)
aerobios anaerobicos caja (cm)
Mesdfilos
(37°C)

M1C MNPC 32 65 1g

M2C 15 1 65 19

M3C MNPC MNPC 65 19

M1G 20 3 65 19

M2G 75 3 65 19

M3G 85 2 65 1g

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016




ANEXO C. CALCULO DEL NUMERO DE ORGANISMOS POR ML DE INOCULO

Muestr | N° N° N° Area de|Area de|Area de| Ml de
a colonia | colonias | colonias | inoculaci | inoculaci | inoculacié | inocul
S mohos Escherich [ 6n (cm?) | 6n (cm?) |n  (cm?) | o
Aerobi | levadura | ia/ Aerobios | mohos Escherichi
0S S coliforme | Totales levaduras | a/
Totales S coliformes
M1C 6 0 1 20 30 20 1mil
M2C 6 2 mohos 20 30 20 iml
7
levaduras
M3C 108 12 20 30 20 iml
levaduras
M1G MNPC | TNTC 20 30 20 iml
levaduras
M2G MNPC | 4 mohos 20 30 20 iml
M3G MNPC | TNTC 20 30 20 iml
mohos

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016




ANEXO D. SIEMBRA DE MICROORGANISMOS EN CULTIVOS GENERICOS

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO E. REALIZACION DE TINCION GRAM

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO F. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE KLIGLER

M1C: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo)

M2C: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo),
produccion de gas
(desprendimiento del agar)

M3C: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo),
produccion de gas
(desprendimiento del agar),
presencia de H,S(color

negro)

M1G: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo),
produccion de gas
(desprendimiento del agar),
presencia de H.S(color
negro)

M2G: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo)

M2G: Glucosa + (pico
rojo/fondo amarillo)

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016




ANEXO G. PRUEBA DE DEGRADACION DE CELULOSA

M1C: Trazas de papel (fuente
de celulosa), 4,82x108 u.f.c/ml

M2C: Trazas
(fuente de
1,25x108 u.f.c/ml

de papel

celulosa),

M3C: Trazas de papel
(fuente  de  celulosa),
1,46x108 u.f.c/ml

M1G: Trazas de papel (fuente
de celulosa), 1,38x108 u.f.c/ml

M2G: Trazas
(fuente de
2,01x108u.f.c/ml

de
celulosa),

papel

M3G: Trazas de papel
(fuente  de
2,14x108 u.f.c/ml

celulosa),

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO H. RESULTADOS DE ESPECTROFOTOMETRIA

HEMNIOSE ESPECTROGFOTOMETRO HU-UISIBLE v4.6@ PaGI. 1 '

FECHA:83/18/16 SERIE Ho:146i13 iD
HORA 111:81:54 OPERARIC

SELEC. MISEMCILLA ANCHOBANDA 2. 8nn INTEGRACION: is
CAMBIAR LAMP:2325nm TIEWP RETRASO: 86: 86
LOMG., ONDAIGZD5.8nw

HUESTRA nBs MUESTRA ABS

PO TC RV
Wy R =l
0

DN
(AR
[N~

. 388

00w B LA G DI e
O O ol
w
]

)

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

HEAIOER ESPECTROFOTOMETRO UWU-UIEIELE v4.68 PAGI. 1
FECHA: 83718716 SERIE Meo:140113 ip :
HORA 111:15:58 CPERARIO
SELEC. AISENCILLA AHCHOBAMDA I 2. Bnm INTEGRACION: 1s
CAMBIAR LAMP:325nm TIEMP RETRASO:B8: 60
LONG. OMDAIGZ3.8nm
HMUESTRA aBs MUESTRA ABS
i 8.354
2 @, 347
3 §.347
4 @8.891
] B8.891
& 8.8%2
7 B.165
8 a.1a7
9 B.166
18 B8.186
i3 @.181
ia 2.108
i3 @.145
14 8.146
i3 8.146
is a8.154
17 8.155
is a.137

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



HEAIOSE ESPFECTROFOTOMETRO UHU-VISIBLE v4.68 PAGI. 1

FECHA:B3/71871¢6 SERIE No:148113 D
HORA :18:34:34 OFERARIC

SELEC. »ISEHCILLA ANCHCBANDA I Z . Bnw INTEGRACIONM: 1=
CAMBIAR LAMP:325nm TIEMP RETRASO:B2:68

LONG. ONDAIG625.9nm -
HMIEETRA ABS HMUESTRA ABS
i 8.32@

2 8.324

3 @.325

4 8.58z2

5 d.528

& 8.522

i 2.6568

8 B8.644

9 @.651

i8 B8.815

11 @.812

iz 8.785

i3 8. 748

14 8.738

i5 B.71¢

id 1.213

17 1.177

ig 1.139

i9 1.3%35

2@ 1,356

21 1.353

22 1.366

23 1.31%

2 1.375

25 s i.464

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO I. CALCULO DE LOS VALORES DE ESPECTROFOTOMETRIA

VALORES ESTANDARES

1 2 3 4 5 6 7

0.320 0.502 0.660 0.740 0.815 1.213 1.395
0.324 0.520 0.644 0.738 0.812 1.177 1.356
0.325 0.522 0.651 0.716 0.785 1.139 1.353

x=0.323 x=0.514 x=0.651 x=0.731 x=0.804 x=1.176 X=1.368

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016

CEPAS BACTERIANAS

M1C M2C M3C M1G M2G M3G
0.354 0.091 0.105 0.100 0.145 0.154
0.347 0.091 0.107 0.101 0.146 0.155
0.347 0.092 0.106 0.100 0.146 0.157
%¥=0.349 x¥=0.091 %¥=0.106 %¥=0.100 x=0.146 X=0.155

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO J. PRUEBA DE USO DE CARBOHIDRATOS

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO K. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE USO DE CARBOHIDRATOS

Realizado por: Moreno J; Velarde K, 2016



ANEXO L. LECTURA GALERIA API 20NE

#pi® 20 HE O7515K - &5 - 200811
TABLA DE IDENTIFICACION
COMPONENTES CANT. RESULTADOE
TESTS h REACCIONES/ENZIMAS
ACTIVOS {mgiedp.} NEGATIVO | POSITIVO
HIT 1+ NIT 2/ 5 i
N3 rirats potdsica 0,136 reduccitn de Milratos en rilrilos inoalorn : NS a=rojio
Zn/E min.
reduccion de Mitralos en rilrdgena rosa | ncolorg
JAMES i .
incoloro
TRP Le¥riptofana 0.2 formacian de indole (TRiPlofana) warde pdlida | fasa
amarilla
Ly D=glucosa 1,82 fermentacsdn (GLUE0sA) azul a verde amarilio
ADH L-argirina 182 | Arginina Diidrolasa amario “’""Tﬁ; faa
URE urea 076 |UREasa amarilo “"Tnii'“" f
esculing 0,58 : i i . fvis ! arrdn
ESC Gilrats fairicn poye | Mk (ghuccedass) (ESCuling) amarillo pr,
gelatina : . - i difugidn difuezitn dal
GEL (origen boving) 0.5 Fidralsis (proleass) (GELatina) del pigmento ————
daritrofenifil- [rgalactosidass (Para=NitroFenil-R0- : .
PHRG palactapirancsida 022 | Gaiscispicanceidasa) Incalora ey
L'-'-LLJl D=glucosa 1,56 | auimilacidn (GLUcosa) ransparenc furbio
ﬂ.RAl L=arabinosa 14 Fsimilacion [ARAbnos) ransparensa turkio
MME| Dhorridaniia 14 | similacion (Maosh) bransparenta furbin
Man | Dmianital 1,38 | smimilacitn (MANital) N pansns furbin
HAG | acafi-glucosamina 128 | ssimilacitn (MeAosiikGlucosamina) N pansns furbin
M.FlLl Cmaliosa 14 asimilacion (MALlosa) ranspansn furbio
GNTl pluconaln paldsicn 1,84  |asimilacidn (GlucolaTa pobision) ransparenc furbio
CaP| acida chprica 078 | asimilacitn (Acido CAPric) branspanends furbin
ADI acida adipica 1,12 | atimilacitn (Acido ADIpica) b panans furbia
MLT Acidoe mdlico 1,56 asimilacidn (MalaTa) branspareny furbio
CIT ditraio inssdico 228 | mmimilacitn (CITrato visdicn) N pansns furbin
PAC acida fenilacktico 0.8 asmilacion (Acido fenilACatcn) NS panends furbio
{ver ficha benica . . [ver ficha IBanica del ensayo de
OX | gl ensayo de oxidass) - |cocrome-teidass oxidasa)

Fuente: bioMériux, 2003

« Las cantidades indicadas pueden ser ajustadas en funcidn de los titulos de las matenss pAmas.
« Clertas cOpulas contienen componentes de origen animal, especialmente peplona bovinalporcina.




