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RESUMEN

Se caracterizaron cepas bacterianas hal6filas débiles y moderadas, provenientes de la Mina de Sal
ubicada en la parroquia Salinas Cantén Guaranda. Se escogieron 3 puntos de muestreo, un punto
abierto y dos cerrados, de acuerdo a la disponibilidad del agua presente en los socavones. Las
muestras de agua fueron inoculadas in situ como ex situ en medios nutritivos Tripteina Soya
Caldo (TSB) y Tripteina Soya Agar (TSA) con diferentes concentraciones de NaCl: 1, 3, 10 y
15% (wi/v). Para los aislamientos se realizaron diluciones seriadas, técnica de siembra en
superficie y estriado, y las muestras se incubaron a 30°C en condiciones aerobias. Se aislaron 125
cepas bacterianas, habiéndose seleccionado 33 cepas que presentaban resultados semejantes en
las pruebas de observacion macroscopica, microscépica, pruebas bioquimicas y enzimaticas. El
75% de las cepas seleccionadas correspondieron a bacilos Gram negativos, 12% cocos Gram
negativos y 12% cocos Gram positivos. En cuanto a la actividad enzimatica, el 51% presento
actividad lipolitica, 30% proteolitica y el 18 % actividad aminolitica. Los resultados obtenidos
muestran la posibilidad de la presencia de géneros como Halomonas, Chromohalobacter,
Marinobacter, Salinivibrio; Pseudomonas, Salinibacter Paracoccus Salinococcus y
Staphylococcus. La mina de sal evaluada presenta valores de conductividad mayor a 70
000uS/cm, condicion que corresponde a un ambiente hipersalino que esto estaria ligado al
crecimiento de bacterias haldfilas débiles (1 al 3% NaCl) y moderadas (3 al 15% NaCl),
convirtiéndose en una importante fuente de diversidad microbioldgica hal6fila en la serrania

Ecuatoriana.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROBIOLOGIA>, <AMBIENTE
HIPERSALINO> <BACTERIAS>, <HALOFILOS MODERADOS >, <HALOFILOS
DEBILES> <MINA DE SAL>, <SALINAS (PARROQUIA)> <GUARANDA (CANTON)>
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SUMMARY

It was characterized weak and moderate halophilic bacterial strains, from the Salt Mine
located in the Salinas parish, Guaranda canton. Three sampling points were chosen, one
point open and two closed according to the availability of water in the holes. Water
samples were inoculated in situ and ex-situ in nutrient medium Tripteina Soya Caldo
(TSB) and Tripteina Soya Agar (TSA) with different concentrations of NaCl: 1, 3, 10 and
15% (w / v). For the insulations, serial dilutions were made, sowing technique on the
surface and by fluting, the samples were incubated at 30 °C under aerobic conditions.
125 bacterial strains were isolated, of these, 33 strains were selected which presented
similar results in the macroscopic and microscopic observation tests, biochemical and
enzymatic tests. As a result of these 33 strains, it was obtained that 75% corresponded to
Gram-negative bacilli, 12% Gram-negative cocci and 12% Gram-positive cocci.
Regarding enzymatic activity, 51% presented lipolytic activity, 30% proteolytic and 18%
aminolytic activity. The results obtained show the possibility of the presence of genera
such as Halomonas, Chromohalobacter, Marinobacter, Salinivibrio; Pseudomonas,
Salinibacter Paracoccus, Salinococcus, and Staphylococcus. The evaluated salt mine has
conductivity values greater than 70 000uS/cm, a condition that corresponds to a
hypersaline environment, this would be linked to the growth of weak halophilic bacteria
(1 to 3% NaCl) and moderate (3 to 15%, NaCl) becoming an important source of

halophilic microbiological diversity in Ecuador’s Sierra.

Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <MICROBIOLOGY>, <HIPERSALINE
ENVIRONMENT <BACTERIA>, <MODERATE HALOPHILS>, <WEAK
HALOPHILS> <SALT MINE>, <SALINAS (PARISH)>, <GUARANDA (CANTON)>
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INTRODUCCION

Identificacién del Problema

Estudios realizados en Per y Colombia demuestran la existencia de microorganismos tolerantes
a condiciones extremas en minas de sal de Atacocha — Ayacucho y Zipaquira respectivamente,
con una altitud mayor a 3500 msnm, temperaturas que estan en un rango de 2 a 11 °C, ademas de
exponerse a sol intenso en el dia y frio extremo por las noches; estos estudios comprueban la
presencia de bacterias halofilas y halotolerantes de los géneros Halomonas y Chromohalobacter,
con distinto potencial biotecnol6gico como la produccion de enzimas hidroliticas, proteasas,
lipasas, expolisacaridos, biosurfactantes e inhibidores de los sistemas del quérum sensing (Arahal

et al,. 2007:p.60).

En la parroquia Salinas del canton Guaranda, ubicada en los paramos del oeste del Chimborazo a
3600 msnm con variaciones de temperaturas que fluctGan entre los 6 a 12 °C, existen minas de sal
de formacion natural; con un rango entre 6.75 — 6.82 de pH, donde las muestras de agua salada
de manantial se caracterizaban segin su concentracion de sal, en “manantiales femeninos o
Huarmi Candu” con mayor contenido de sal y en “manantiales masculinos o cari” con una
concentracion regular de NaCl de 2.2% — 5.2 %,concentraciones de Calcio 1120-1352ppm,
Potasio 1820-2130 ppm (Pomeroy, 1986, pp. 10-22)

Esta parroquia es un sitio turistico, donde los pobladores de la zona se dedican a la extraccion de
sal de manera artesanal, la que consiste en la recoleccién del agua de manantiales, esta agua es
depositada sobre los mojados lechos de roca dura de sal o charcas, el punto en el que agua esta
lista para la coccion es probada colocando un huevo, si este flotaba estaba lista para la extraccion.
Una vez que se comprueba la concentracién de la salinidad se almacena en recipientes de arcilla
hasta su coccion. Se reporta que se cocinaban 14 galones de agua salada en menos de 7 horas, y

se producian 25 libras de sal (Pomeroy, 1986, pp.12-14).

Investigaciones realizadas en el pais se han enfocado exclusivamente en el perfil costanero,
debido a la presencia de la empresa privada Ecuasal que se encarga de la produccion de sal para
consumo humano, industrial y agropecuario. Siendo necesario realizar un estudio para obtener
informacién en minas de sal en condiciones como , temperatura y altitud de la serrania ecuatoriana
y en la que se describan la distribucion de comunidades bacterianas y la funciéon que estas
desempefian en estos ecosistemas, como las que se encuentran en la parroquia Salinas del cantén
Guaranda.
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Por tal razon es necesario formularse la pregunta central ¢Existen bacterias haldfilas en la mina

de sal de la parroquia Salinas del cantén Guaranda?

Justificacion

Estudios a nivel mundial revelan la presencia de microorganismos hal6filos y halotolerantes como
hongos, actinomicetos y bacterias principalmente en condiciones ambientales extremas de
salinidad. Las investigaciones realizadas en minas de sal de Colombia y Perd muestran la
presencia de géneros bacterianos como Halomonas y Chromohalobacter que se desarrollan a
temperaturas que fluctdan entre los 2 y 11 “C, bajo concentraciones de NaCl entre 3y 5 % y pH

entre 6- 8.

De acuerdo con Ventosa y Nieto (1995) en la actualidad los microorganismos haléfilos han
despertado gran interés en el campo de la biotecnologia, no solo por sus mecanismos de
adaptacion, sino porque sus requerimientos nutricionales son generalmente simples, la mayoria
puede usar un amplio rango de compuestos como Unica fuente de carbono y energia y ademas que
su capacidad para crecer a altas concentraciones de sal minimiza el riesgo de contaminacion

durante los procesos de produccién.

Las bacterias hal6filas han demostrado ser un grupo de extremofilos con un gran potencial
biotecnoldgico debido a la produccién de biopolimeros exopolisacaridos, biosurfactantes,
liposomas, antibidticos y bioplastico; ademas de la produccion de haloenzimas extra e
intracelulares que se diferencian de las enzimas estandar porque son capaces de actuar a

condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad sin afectar su funcionalidad (Ramirez et al.,
2004:pp.12-23).

Las enzimas producidas por microorganismos hal6filos también se conoce como haloenzimas, las
hidrolasas, proteasas, amilasas y lipasas poseen propiedades cataliticas de potencial aplicacién
industrial como aditivos para la fabricacion de detergentes, elaboracion de productos dietéticos,
procesamiento de cuero, papel, alimentos, mecanismos de biocontrol de parasitos, asi como, en
la sintesis de enantiomeros puros de farmacos, biodegradacion de residuos téxicos, tratamiento

de aguas residuales y contaminantes industriales (Barragan y Castillo, 2011:pp.45-54).

Al presentar tolerancia a concentraciones salinas, estas bacterias reducen los riesgos de
contaminacioén en el laboratorio, lo que permite su explotacion como fabricas celulares. Las
proteasas pertenecen al grupo de enzimas industriales mas importantes y constituyen alrededor
del 60% del total de las ventas mundiales (Godfrey y West, 1996:pp.2-6).
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La caracterizacion de bacterias haldfilas en la mina de sal de la parroquia Salinas de Guaranda,
pretende contribuir al conocimiento de ecosistemas microbianos salinos en la sierra ecuatoriana,
que no han sido estudiados, con la posibilidad del aprovechamiento biotecnoldgico de enzimas y
biopolimeros de los géneros de bacterias haldfilas aisladas

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar bacterias halofilas de la mina de sal de la parroquia Salinas del cantén Guaranda.

Obijetivos Especificos

e Evaluar caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas del agua de la mina de sal

e ldentificar los géneros de bacterias haldfilas aisladas mediante pruebas macroscépicas,

microscopicas y bioguimicas.

e Comprobar la actividad proteolitica de las bacterias haléfilas encontradas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

En ambientes salinos a nivel mundial se describen la presencia de bacterias halofilas extremas y
moderadas segun las concentraciones de sal al que son expuestas, estas han sido caracterizadas
taxondmicamente. Segln Ventosa et al.(1998) un gran nimero de investigaciones que se han
desarrollado en aguas salinas de Espafa, las bacterias hal6filas moderadas mayormente
registradas han sido aisladas de aguas talasosalinas como por ejemplo del mar muerto,

yacimientos de agua natural, evaporiticos y lagos salinos alcalinos.

Investigaciones realizadas en la India por Gupta et al., (2015) en cuerpos de agua de formacion
natural se aislaron bacterias haléfilas que mostraron crecimientos en concentraciones de NaCl al
8.7%, pH 7-8 y un rango de temperatura de 30- 37 °C, donde los géneros encontrados fueron
Halobacillus, Shewanella, Halomonas, Marinmonas.

Roohi et al., (2012) aislé 21 cepas bacterianas halotolerantes y hal6filas de las minas de sal de la
region de Karak, que es un ambiente hipersalino, present6 un crecimiento en concentraciones de
NaCl de 5% — 40% en un pH neutro, donde los géneros encontrados fueron Thalassobacillus,
Halomonas, Brevibacterium, Pseudomonas, Terribacillus Bacillus, Halobacillus,

Staphylococcus y Virgibacillus

Pfiffner et al., (1986) aisl6 mas de 200 cepas de bacterias hal6filas moderadas, capaces de crecer
en las bolsas subterrdneas de crudo y producir biopolimeros surfactantes resistentes a las
condiciones ambientales de hipersalinidad. Asi, se descubrié un método de obtencidn de ectoina
e hidroxiectoina a partir de una cepa haléfila moderada Marinococcus. Posteriormente se ha
desarrollado un proceso industrial mejorado de obtencion de ectoina a partir de una cepa de H.

elongata.

Estudios realizados en Per( y Colombia demuestran la existencia de microorganismos tolerantes

a condiciones extremas en minas de sal de Atacocha — Ayacucho y Zipaquira respectivamente;

en estas investigaciones se encontraron bacterias haldfilas de los géneros Halomonas,

Chromohalobacter, Halanaerobium, Agrobacterium, Bacillus, etc siendo estos los mas
1



representativos en la produccion de enzimas hidroliticas, proteasas, lipasas, nucleasas y
biopolimeros. La mayoria de las haloenzimas extra e intracelulares que se han aislado y
caracterizado hasta el momento provienen de bacterias haldfilas moderadas (Arahal et al. 2007:p.60.)

Maturrano (2004) realiz6 una caracterizacion de la microbiota de las Salinas de Maras, un
ambiente hipersalino de los andes de Peru; en esta investigacion se determina el tipo de ambiente
hipersalino y cual es el dominio de microorganismos presentes mediantes técnicas moleculares;

siendo las poblaciones del Dominio Archea mayoritarias frente al Dominio Bacteria.

Diaz (2011) estudio6 la composicion de la comunidad bacterina de manantiales salinos ubicados
en los departemantos de Risalda y Boyaca; en la que se aislarén en su mayoria microorganismos
Gram negativos halotolerantes, ademdas se estudié la composicion ibnica en las zonas

determinadas para el muestreo como pueden afectar a las comunidades microbianas.

La investigacion realizada en el Departamento Ciencias de la Vida de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, carrera Ingenieria en Biotecnologia con autoria de Narvaez Teran,
Verodnica Elizabeth ha desarrollado estudios que se han enfocado exclusivamente en el perfil
costanero, como es el aislamiento de bacterias hal6filas moderadas procedentes de las piscinas de
ECUASAL en la provincia de Santa Elena, en la que se encontraron los géneros Pseudomonas,

Halomonas Aeromonas, Agrobacterium como los predominantes por su actividad proteolitica.

1.2. Marco Conceptual

1.2.1. Ambientes extremos

Lugar que presenta condiciones ambientales extremas, considerando parametros fisico-quimicos
como la temperatura, pH, salinidad, irradiacion solar, presion hidrostatica, potencial redox,
actividad del agua, concentracion de nutrientes y condiciones inusuales poco favorables. Los
organismos que son capaces de tolerar condiciones extremas para su desarrollo son denominados

como organismo extremofilos (Ventosa y Nieto, 1995:pp.85-87).

Los ambientes extremos existentes a nivel mundial, son fuentes de investigacion para determinar
la presencia de microrganismo los cuales se clasifican de acuerdo a las condiciones fisico-

quimicas extremas donde se desarrollan como por ejemplo la siguiente tabla.



Tabla 1-1: Clasificacion de microorganismos extremofilos

EXTREMOFILOS CONDICON Especie
Termofilos Elevadas temperaturas >45 <95 °C Synechoccus lividis
Pscrofilos Bajas temperaturas >-17<10 Polaromonas vacuolata
Acidofilos Bajo pH <5 Cyanadium caldarium
Alcaléfilos Elevado pH >9 B. firmus
Haldfilos Elevada salinidad 2 a 5 M de NaCl Salinivibrio costicola
Barofilos Elevada presion >100 atm. Shewanella benthica
Metaléfilos Elevada concentracién de metal altas Ferroplasmic acidarmanus
concentraciones de Cu, As, Cd, etc.
Radidfilo Elevados niveles de radiacion Deinococcus radiodurans
Microaerofilo Crecimiento en <21% oxigeno Methanococcus jannaschi

Fuente: Castillo, et al., 2005
Realizado por: Silvia Jaicome. 2018

1.2.2.  Ambientes Hipersalinos.

Son aquellos lugares que presentan una concentracion salina elevada, generalmente superior a la
de hébitats acuaticos marinos y oceanicos aproximadamente 3.5% de sales totales; en este tipo de
ambiente no solo la concentracidn salina limita el crecimiento microbiano, sino factores como

temperatura, pH, oxigeno disuelto (Oren, 2004).

De acuerdo con Sierra, (s.f., p.36) define los suelos salinos como aquellos que presentan
concentraciones de sales solubles superior al 0.2%, extendiéndose por todo el mundo proceden
de la meteorizacién de los minerales y rocas que constituyen la corteza terrestre; los principales
elementos que constituyen la salinizacion de los suelos, aguas subterraneas y superficiales son

calcio, magnesio, sodio, cloro, azufre y boro

En investigaciones realizadas por Grant y Ross, (1986) describen los ambientes hipersalinos

como:

e Aguas atalasosalinas o ataldsicos estas se caracterizan por presentar predominio de iones
sulfuro S* y magnesio Mg?*, que resultan de la disolucion de depésitos minerales de sales de
origen continental. La composicion i6nica de este tipo de ambiente puede variar
considerablemente, pues el predominio de unos u otros iones depende de la orografia,
geologia y las condiciones climéticas del lugar, ademés de presentar valores elevado de pH
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Aguas talasosalinas se caracterizan por presentar predominio de iones cloro Cl- y sodio Na*
porque se derivan de la evaporacion del agua de mar, un ejemplo de estos ambientes son los
que son construidos por el ser humano para la obtencion de sal comdn, ademas poseen un pH

neutro o ligeramente alcalino

Younger, 2007; citado en Diaz, 2011,.explica que los parametros fisicos quimicos del agua

permiten definir la procedencia encontrandose:

Agua con predominio de iones calcio Ca®* y bicarbonato HCOj3 siendo tipicas de acuiferos
poco profundos que presentan recargas continuas de agua;

Agua con predominio de iones magnesio Mg?* y bicarbonato HCOs™ acuiferos poco profundos
que presenta intrusion de agua de mar;

Agua con predominio de magnesio Mg?*, calcio Ca®" y bicarbonatos es tipica de acuiferos
poco profundos en donde hay presencia de dolomita CaMgCO3,,

Agua con predominio de sodio Na*y sulfatos SO4? resulta de la mezcla de aguas subterraneas
antiguas ricas en sodio Na* con aguas producidas durante la oxidacion de pirita FeS; o por
evaporacion de agua que previamente perdi6 el calcio Ca?* y el bicarbonato HCOs", por
precipitacion de calcita CaCOs;

Agua con alto contenido de calcio Ca?* y cloro Cl- es generada por la disolucion de evaporitas
de cloruro de calcio CaCly;

Aguarica en sodio Na* y cloro CI- originada por agua de mar, por la disolucion de halita NaCl
o0 por la presencia de agua subterranea antiguas;

Agua con alto contenido de Calcio Ca?* y sulfatos SO.%, que proviene de acuiferos
sedimentados con alto contenido de gypsum CaS0..2H,0 y por aguas subterraneas afectadas

por la oxidacion de pirita y de otros minerales de azufre.

Segun Thomas et al., (2014:pp.53-55) al evaluar los parametros fisico y quimicos del agua como

el pH, concentracion de solidos disueltos y conductividad permite clasificar el agua como

hipersalina, mientras que la cantidad de cloruros, nitratos, nitritos, materia orgénica, hierro total,

calcio, magnesio, potasio y sodio son necesarios para el crecimiento de bacterias haldfilas.

1.3.

Microorganismos halofilos

Grupo de eucariotas y procariotas que requieren de elevadas concentraciones de sales para su

desarrollo y crecimiento; presentando mecanismos de adaptacion a las altas concentraciones

salinas que consiste generalmente en la sintesis de compuestos orgénicos intracelulares

compatibles con los procesos metabolicos celulares (Arahal et al. 2007:p.59).
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Los microorganismos haldfilos se han clasificado de acuerdo a las necesidades de NaCl para su

crecimiento como se muestra la Tabla 2.1

Tabla 2-1. Clasificacion microorganismos hal6filos de acuerdo a las concentraciones de sal.

Clasificacion

Concentracion de NaCl % (p/v)

Ejemplos

Halo6filos extremos

Limite de halé6filo

extremo

Halofilos moderados

Hal6filos débiles

No Haléfilos

Halotolerantes

Crecimiento optimo entre 15-32% 2.5y Halobacterium salinarum

52 M

Crecimiento optimo entre 9.0-24% 1.5y Halorhodospira halophila

4.0M

Crecimiento 6ptimo entre 3-15% 0.5y
25M

Crecimiento 6ptimo entre 1- 3% 0.2y
05M

Crecimiento 6ptimo menor que 1% <
02M

Rango de crecimiento extendido sobre

los 2.5 M puede considerarse

extremadamente halotolerante.

Salinivibrio costicola
Tenuibacillus
multivorans

Escherichia coli

Staphylococcues aureus

Fuente: Oren, 2006, p.265

Realizado por: Silvia Jacome, 2018

1.4.  Adaptacion de bacterias a los ambientes salinos

Investigaciones revelan dos mecanismos que han desarrollado los microorganismos haléfilos para

equilibrar su citoplasma osméticamente con el medio salino.

1.4.1. Osmoadaptacion

Galinski, 1995; citado en Mata, 2011 se refiere a los cambios fisiol6gicos y genéticos que se

producen frente a la escasa actividad del agua, en la cual las bacterias hal6filas desarrollan esta

caracteristica para compensar la alta presién osmoética del medio.



1.4.1.1. Estrategia In- Salt citoplasma.

Consiste en un equilibrio osmético en las células manteniendo altas concentraciones
intracelulares de iones inorganicos como potasio K*, sodio Na*, y cloro CI- concretamente sal de
cloruro de potasio KCI; como consecuencia el citoplasma esta expuesto a una alta fuerza iénica .
Los microorganismos que utilizan esta estrategia, es menos costosas pero requiere de un proceso
més complejo desde el punto de vista evolutivo, ya que estas modificaciones incluyen un exceso
de aminoécidos &cidos y pequefias cantidades de aminoéacidos hidrofébicos, rodedndose la

molécula de mayor cantidad de agua para compensas la escasa actividad del agua con el medio
(Sleator y Hill, 2001:p.50)

1.4.1.2. Estrategia Low salt

Mecanismo que han adoptado la mayoria de bacterias hal6filas y halotolerantes que consiste en
la acumulacién de ciertos compuestos organicos altamente soluble en agua y de bajo peso
molecular en su citoplasma, esto depende de la fuerza osmética en la fase de crecimiento de
cultivo, de la fuente de carbono y de la presencia de osmolitos en el medio cultivo (Smith et al.,
1994; citado en Mata, 2006).

Los solutos compatibles incremento la fuerza idnica intracelular y estabilizando la capa de
hidratacién de proteinas, al localizarse en zonas alejadas de la superficie molecular permitiendo

una union mas fuerte con las moléculas del agua (Sleator y Hill, 2001:p.51)

La mayor flexibilidad y versatilidad de este mecanismo explica el hecho de que se encuentre
mucho mas extendido en la naturaleza, habiéndose observado también en hongos, plantas y

animales, incluso en células humanas (Ventosa et al., 1998).

Existe una gran diversidad de solutos compatibles que se han reportado en bacterias haléfilas y

halotolerantes en cuanto a su naturaleza quimica. Como se indica en la Figura 1.1.

e Polioles: glicerol y arabitol.

e Azucares y derivados: sacarosa, trehalosa, glucosiglicerol, sulfotrehalosa.
e Aminoacidos: prolinia y glutamina.

e Derivados de aminoacidos: N-acetilisina, N-acetilornitina.

e Aminas cuaternarias: glicina betaina, dimetil glicina.
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Figura 1-1: Solutos compatibles reportados en bacterias halofilas y halotolerantes.
Fuente: Oren, 2006: p.276

Las células bacterianas han perfeccionado estrategias para protegerse y desarrollarse a
condiciones de extrema salinidad, como son los solutos compatibles que funcionan como
estabilizadores efectivos de enzimas, proporcionando proteccion contra la salinidad, la alta

temperatura, el tratamiento de congelacioén-descongelacion e incluso el secado (Sleator y Hill,
2001:p.51).



1.5. Modificacién en la morfologia

El crecimiento de bacterias hal6filas muestra alteraciones cuando son sometidas a
concentraciones de salinidad y temperaturas extremas. Las modificaciones reportadas son
estructurales en la pared y membrana celular especificamente en el tipo de fosfolipidos, proteinas
y un tipo de &cidos grasos que forman parte de los lipidos polares aportando consistencia a la

membrana (Madigan, et al 2003).

Estas alteraciones son mas representativas en bacterias haldfilas moderadas Gram negativas con
un aumento de los acidos grasos ciclopropanicos, a costa de los insaturados, de los cuales se

derivan (Ramirez et al., 2004).

1.6. Meétodos utilizados para la identificacion de bacterias

Definido como un conjunto de técnicas y procedimientos que se emplea para determinar la
identidad de un microorganismo; en los que se puede emplear un solo método o la combinacién

de varios métodos

1.6.1. Métodos morfoldgicos

1.6.1.1. Caracteristicas fenotipicas

Descripcion de las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las cepas aisladas, tomando
en consideracion los siguientes aspectos.

e Forma: circular, rizoide, irregular, filamentosa.

e Borde: entero, ondulado, lobulado, filamentoso, ondeado, rizoide, irregular.

e Elevacion: plana, elevada, convexa, umbonada.

e Superficie: lisa, rugosa.

e Pigmentos.

e Consistencia: seca, cremosa, Viscosa.

e Luz transmitida: transparente, trasllcida, opaca.

o Luz reflejada: opaca, brillante.



1.6.1.2. Métodos basados en la tincion diferencial.

Tincion Gram: es uno de los métodos mas empleados que permite clasificar a las bacterias, se
basa en la coloracién de los constituyentes quimicos peptidoglucano y lipopolisacaridos de la
pared celular, los dos grandes grupos bacterias Gram positivas que retienen el colorante

permanece de color violeta y Gram negativas que no retiene el colorante (Tortora et al., 2007:p.70).

Ademas al emplear a tincion permite diferenciar caracteristicas microbianas como:
e Forma: bacilos, cocos, filamentosos, etc.
e Tamafo: cortos, largos, etc.

o Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.

1.6.2. Pruebas bioquimicas

Permiten determinar caracteristicas metabdlicas y nutricionales, algunas de estas pruebas son
técnicas rapidas en las que se evaltan la presencia de una enzima preformada y su lectura varia
en segundos. Otras pruebas requieren el crecimiento del microorganismo con una incubacion
previa de 18 a 48 horas, con estas pruebas se detectan la mayoria de componente metabélicos o

aquellas que determinan la sensibilidad del microorganismo (Fernéndez et al., 2010:p.4.).

1.6.2.1. Pruebas de lectura inmediata

o Catalasa: enzima presente en la mayoria de los microrganismo que poseen citocromos. Estas
bacterias sintetizan catalasa, hidrolizan el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso,

que se libera en forma de burbujas (Alvarez et al., 1990.).

e Oxidasa: microorganismos que poseen un sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion
del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peréxido de
hidrogeno. Las oxidasas catalizan la eliminacion de hidrogeno de un sustrato pero solo utilizan

oxigeno como aceptor de hidrogeno (MacFaddin, 2003, p. 344).

1.6.2.2. Pruebas con lectura lenta

De acuerdo a las técnicas del Manual Béasico de Microbiologia, 2003 se realiza las siguientes

pruebas para la identificacion de bacterias.



e TSI Agar triple Azucar Hierro: Medio empleado para la diferenciacion de bacilos entéricos
Gram negativos, en base a la fermentacién de los hidratos de carbono glucosa, lactosa,

sacarosa y a la produccion de acido sulfhidrico

e Citrato: Medio empleado utilizado para la diferenciacion de enterobacterias en base a la

capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia.

e SIM Sulfuro-Indol-Movilidad: Medio semisélido empleado para verificar la movilidad,
produccién de indol y de sulfuro de hidrégeno por los microorganismos; permite diferenciar

miembros de la familia Enterobacteriacea.

e Urea: Medio utilizado para la identificacion de microorganismos en base a la actividad

ureasica.

o Manitol: Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y

diferenciacion de estafilococos

1.7. Factores que afectan el crecimiento

1.7.1. Composicién del medio salino

Todas las bacterias tienen requerimientos nutricionales indispensables para su crecimiento y
produccion de metabolitos por parte de los microorganismos, como las fuentes de energia, fuente

de carbono, fuente de nitrégeno, algunas sales oligoelementales y agua (Fernandez et al., 2010:p.4.).

Dentro de los componentes del medio de cultivo para el desarrollo de bacterias haléfilas, el
cloruro de sodio NaCl es una de las sales de mayor proporcion en comparacion al magnesio Mg?*
gue es suplementados al medio con sales de cloruro, sulfatos, nitratos; el potasio debe estar
presente en concentraciones mayor al 2% (p/v) en forma de cloruro de potasio KCI porque

mantiene el equilibrio osmético en los ambientes salados. (Arahal et al. 2007).

1.7.1.1. Nitrégeno:

Es necesario en todos los organismos para la sintesis de aminoacidos, hidratos de carbono y
lipidos, se puede proporcionar como NH4Cl, NaNOs, 0 NH4 2S04 en el medio para favorecer el
desarrollo de bacterias halotolerantes y hal6filas (Schneegurt, 2012).
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1.7.1.2. Foésforo:

Es necesario en todos los microorganismos ya que estd presente en los 4cidos nucleicos,
fosfolipidos, nucleotidos. La gran mayoria de los microorganismo utilizan fosfato inorganico
como fuente de fosforo, niveles bajos de fosforo limitan el crecimiento microbiano en medios

acuaticos. (PRESCOTT et al., 2004 p. 103).

1.7.1.3. Azufre:

Es necesario en los microorganismos porque es un componente estructural de los aminoacidos
cisteina y metionina. El sulfato suele aparecer como un contraion para las sales de calcio, hierro,

magnesio, nitrégeno y potasio (Sorokin et al., 2010)

1.7.1.4. Magnesio:

Es necesario para los microrganismos como lo describe MacFaddin (2003, p.104) que, actiia como
estabilizador de los ribosomas, membranas celulares y acidos nucleicos; los requisitos para las
sales de Mg son amplios entre los microorganismos halotolerantes y haléfilos. EI Mg?* es un

componente comun de los medios microbioldgicos.

1.7.1.5. Potasio:

Es necesario en todos los organismos para la sintesis de proteinas segin (Rodriguez- Valera et
al., 1985:p110) si se afiade KCI hasta el 2%, a los medios simulan al agua de mar concentrada

existiendo crecimiento de los géneros Halobacterium, Pseudomonas y Sarcina

El magnesio y potasio son bioelementos secundarios esenciales, estan involucrados en procesos
que le permite a la bacteria soportar alta concentracion de sal regulando la presién osmoética con

el medio como es la acumulacion de iones inorganicos.

1.7.1.6. Nitratos, nitritos, sulfatos y calcio

Son necesarios para llevar a cabo las rutas metabdlicas generadoras y consumidoras de energia

propia de la célula (Schneegurt, 2012, p.6).
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Todos los microorganismos requieren elementos metalicos tales como sodio, potasio, calcio,
magnesio, hierro, cobre, zinc y cobalto en minimos cantidades que son medidas en parte por

millén para el crecimiento segun (PELCZAR et al., 1984)

1.7.1.7. Sales Menores y Trazas:

Los requerimientos de minerales traza seran llenados por contaminantes en los laboratorios
guimicos. Es probable que los minerales traza estén presentes en medios hechos de salmueras

naturales, agua del grifo o sales solares.

1.7.1.8. Otros componentes:

Las vitaminas y otros factores de crecimiento han sido probados por su capacidad para estimular
crecimiento en medios hipersalinos. Estos pueden suministrarse con la adiciéon de extracto de

levadura (Kauri et al., 1990).

1.7.2. Condiciones ambientales

1.7.2.1. Temperatura:

Es uno de los parametros mas importantes para el desarrollo de los microorganismos haléfilos y
la produccion de metabolitos. Las bacterias hal6filas y halotolerantes se desarrollan en un rango

de temperatura de 27°C a 40 °C dependiendo de la especie la temperatura 6ptima 30 °C.

1.7.2.2. pH:

Las bacterias haldfilas y halotolerantes generalmente crecen y se desarrollan en medios
neutrdfilos con pH de 6,8 a 7,5. Sin embargo, algunas anaerobias han reportado rangos entre 8-
10, para mantener ese pH se emplea carbonatos. El establecimiento de un pH éptimo para la

produccion de metabolitos secundarios con potencial biotecnolégico a nivel industrial (Garzén ,
2015: p.29).

1.7.2.3. Condiciones de oxigeno

La mayoria de los microrganismos haldfilos y halotolerantes son aerobios; en sistemas
hipersalinos la solubilidad de oxigeno disminuye la salinidad en un 10%, 30% y 80% por ello es

necesario considerar la aireacion.
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Lo anterior, confirma que la presencia o ausencia de oxigeno en el medio es un factor limitante

para el aislamiento de diferentes géneros de bacterias hal6filas y la sintesis de metabolitos (Kivisté
y Karp, 2011: pp.114-124.)

1.8. Clasificacion taxondmica de bacterias localizadas en ambientes salinos.

1.8.1. Halobacterium

Dominio: Archea
Division: Euryarchaeota
Clase: Halobacteria
Orden: Halobacteriales
Familia: Halobacteriaceae
Género: Halobacterium

Garrity et al., (2001). Describen al género Halobacterium como un haléfilo obligado, bacilo Gram
negativo, que requiere al menos del 12% de NaCl para su crecimiento; pueden sobrevivir a
soluciones saturadas de salmuera; presentan movilidad con flagelos polares, algunas especies no

moviles.

La mayoria de las especies son aerobios estrictos pero algunos exhiben crecimientos anaerébicos
facultativos, presentan un metabolismo quimioorganotrofico donde los carbohidratos pueden o
no ser atacados sin la produccion de gas visible. Los nitratos se reducen, ocasionalmente con la

produccion de gas, requieren de aminoacidos para su crecimiento son oxidasa y catalasa positiva.

Este género se desarrolla en un rango de temperatura de 35 - 50°C con un pH de 5.5 - 8.5. La
mayoria de las especies son proteoliticas y estas constituyen una fraccién variable de la poblacion
microbiana de salinas especialmente de ambientes talasosalinas que estan presentes en depositos

de sal subterraneo.

1.8.2. Halococcus

Dominio: Archaea
Division: Euryarchaeota
Clase: Halobacteria
Orden: Halobacteriales

Familia: Halobacteriacea
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Género: Halococcus

De acuerdo con Grant (2015), el género Halococcus se presenta en forma de cocos en pares,
tétradas, sarcinas o grupos irregulares Gram negativos son hal6filos estrictos ya que requieren
concentraciones de al menos del 2.5 M de NaCl para el crecimiento, no presenta formacion de
esporas.

Son aerobios estrictos, presentan un metabolismo quimiorganotrofos, oxidasa y catalasa positiva,
una caracteristica interesante reportadas de las Halobacteriacea que las proteinas son acidas y las
enzimas se activan por la presencia de sal. Se desarrollan en una temperatura 6ptima de 30 a 40

°Cyenunrango de pHde6a9.

Pruebas de almidon y tween 80 son hidrolizados, mientras que la prueba de caseina no es
hidrolizada. Estan localizados en el agua de mar, lagos salinos, en minas de sal y en productos

salinos (Legat et al., 2013).

Dentro de la familia de Halobacteriacea producen exoenzimas tales como proteasas, lipasas,
amilasa y ADNsas.

1.8.3. Chromohalobacter

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Gamma Protebacteria
Orden: Oceanospirillales
Familia: Halomonadaceae

Género: Chromohalobacter

Ventosa (2015) describe al género Chromohalobacter como un haléfilo moderado, bacilo recto o
ligeramente curvo que se agrupan en cadenas cortas o en parejas Gram negativo que requiere de
concentraciones del 8% - 10% de NaCl se ha reportado que pueden crecer hasta concentraciones

del 30% de NaCl, presentan movilidad con flagelos polares y no existe formacion de esporas.

Este género presenta una respiracion aerobia un metabolismo quimioorganotréfico el acido se
produce aerébicamente a partir de d-glucosa y otros azlcares. Los carbohidratos, aminoacidos y
algunos polioles pueden servir como Unicas fuentes de carbono la mayoria de las especies reducen
nitratos; son catalasa positiva y oxidasa negativa
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Este género se desarrolla en un temperatura 6ptima de 30 -37 °C con un pH de 7.5; las colonias
son de color crema a marrén-amarillo pigmentado. En el manual de Bergeys describe que este
género no hidrolizan de fenilalanina deaminasa, gelatina, almidon, tween 80, esculina, ADN y

tirosina.

De este género se realizo el primer biorreactor utilizado para el crecimiento celular y acumulacién

interior de ectoina (Yin et al., 2014).

1.8.4. Halomonas

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Gamma Protebacteria
Orden: Oceanospirillales
Familia: Halomonadaceae

Género: Halomonas

De acuerdo Vreeland (2015) el género Halomonas es un haléfilo moderado bacilo recto o curvo
Gram negativos que requieren concentraciones de 0.1% - 32.5% de NaCl, presentan movilidad

por flagelos laterales polares o peritricos, no existe formacion de endoesporas

La tolerancia al NaCl se ve afectada por la temperatura de crecimiento mas no por la fuente de
carbono utilizada. La mayoria de las especies son aerobios y se reporta que algunos crecen en
glucosa en condiciones anaerobias, presenta un metabolismo principalmente respiratorio;

muestran catalasa y oxidasa positiva.

Crecen a una temperatura éptima de 30 °C y en un rango de pH de 7,0 a 11. Las colonias son de
color blanco o amarillo y se tornan de color marrén claro con el transcurso del tiempo, este género
se encuentran en ambientes salinos en todo el mundo incluyendo instalaciones de solares salinos

y estuarios marinos hipersalinos.

Las enzimas de este género muestran actividad maxima en una concentracién del 10% de NaCl

siendo los productos resultantes hidrolisis de almidon (Ventosa, 2004).
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1.8.5. Salinibacter

Dominio: Bacteria
Division: Bacteroidetes
Clase: Bacterodetes
Orden: Bacteroidetes
Familia: Rhodothermaceae

Género: Salinibacter

Acorde con Song et al.,(2015) el género Salinibacter es un haléfilo extremo bacilo que se presenta
en forma de varilla ligeramente curvado, Gram negativo, requieren concentraciones de al menos

del 15% al 30% de NaCl para desarrollarse, presenta movilidad por medio de flagelos.

Son aerobios obligados con un metabolismo quimioheterétrofo el cual crece mejor a bajas
concentraciones de sustratos los altos niveles de compuestos organicos pueden ser inhibido, los
aminoacidos son los sustratos preferidos para el crecimiento, presentan catalasa y oxidasa positiva
Crecen en un rango de temperatura de 30-40 °C con un rango de pH de 6.5- 8.0. Las colonias

aisladas presentan un color rojo brillante/naranja pigmentado y amarillo.

1.8.6. Salinivibrio

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Gamma Protebacteria
Orden: Vibrionales

Familia: Vibrionaceae

Género: Salinivibrio

De acuerdo con Ventosa, (2015) el género Salinivibrio es un hal6filo moderado bacilo en forma
de varillas curvadas suelen presentarse de manera individual, en parejas y en ocasiones unidas
por formas de S, Gram negativo; requieren de concentraciones de 2.5% al 10% de NaCl presentan

movilidad por un flagelo polar no existe formacion de esporas.

Son anaerobios facultativos con un metabolismo quimiorganotrofos el &cido se produce a partir
de d-glucosa, gelatina es hidrolizada, pruebas de VVoges-Proskauer y arginina descarboxilasa son
positivos mientras que las prueba de indol, b-galactosidasa, lisina y ornitina descarboxilasa son
negativas, presentan oxidasa y catalasa positiva.
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Se desarrolla en un pH 6ptimo de 7.3 a 7.5, temperatura de 30 a 37 °C no requiere de factores de
crecimiento. Las colonias son circulares, convexas, opacas lisas de color crema, mientras que los

caldos son uniformemente turbios.

1.8.7. Marinobacter

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Gamma Protebacteria
Orden: Alteromonadales
Familia: Alteromonadaceae

Género: Marinobacter

Bowman et al., (2015) describe al género Marinobacter como un halé6filo moderado tiene forma
de varilla Gram negativo, requiere concentraciones de 0.08 — 3.5 M NaCl para su crecimiento,

presenta movilidad con un flagelos polares.

Este género presenta respiracion aerobia con un metabolismo estrictamente respiratorio, oxidasa
y catalasa positiva; se ha reportado que pueden crecer anaer6bicamente por desnitrificacion

acoplada a la oxidacion de un sustrato de carbono.

Este género se desarrolla en un rango de temperatura de 10 - 45 °C, pruebas bioquimicas como la
urea 'y formacion de &cido a partir de glucosa, licuefaccién de gelatina e hidroélisis de almidon son
negativas lipasa y tween 80 son positivas. Las colonias son circulares presentan pigmentos

dependiendo de cada especies.

1.8.8. Pseudomonas

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Gamma Protebacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Genero Pseudomonas es un bacilo Gram negativo con forma de varilla recta o ligeramente
curvada, presenta movilidad por uno o varios flagelos polares ocasionalmente son inmoviles.
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Presentan un metabolismo estrictamente respiratorio con oxigeno, en algunos casos el nitrato se

puede utilizar como un aceptor alternativo de electrones (Madigan et al., 2003).

Dependiendo de las especies pueden tolerar concentraciones del 1% - 20% de NaCl Algunas

especies del género Pseudomonas presentan oxidasa positiva 0 negativa y catalasa positiva
(Oren,2004)

Tienen requerimientos nutritivos muy simples y crecen quimioorganotroficamente se desarrollan
en un pH neutro y en un rango mesofilico de temperaturas. No presentan pigmentos fotosintéticos,
pruebas indol y el rojo de metilo son siempre negativos. Carecen generalmente de enzimas

hidroliticos necesarios para degradar los polimeros en sus mondémeros (Madigan et al., 2003).

Bacterias pertenecientes a este género han producido una proteasa extracelular la cual presento

una actividad 6ptima en un medio salino con concentracion del 7.5% de NaCl (Ventosa, 2004).

1.8.9. Paracoccus

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Alpha Protebacteria
Orden: Rhodobacterales
Familia: Rhodobacteraceae

Género: Paracoccus

De acuerdo con DONOVAN et al., (2006) describen al género Paracoccus que se presenta en
forma de cocos o cocobacilos que se les puede encontrar como células individuales pares o

racimos, Gram negativos, no presentan movilidad.

Especies de este género son aerobias crecen en una amplia gama de sustratos organicos y algunas
son capaces de crecimiento anaerdbicos. Presenta un metabolismo quimiorganotréficos que
ocurren con una amplia variedad de compuestos organicos, los N-6xidos como nitrato, nitrito y
oxido nitroso pueden ser utilizados como terminales aceptores de electrones, presentan oxidasa y

catalasa positivas.

Crecen en un rango de temperatura de 25 - 37 °C con un pH 6ptimo de 6.5 a 8 .5. Las colonias

estan presentes en agar nutritivo después de 3 dias de incubacion son generalmente de 2- 4 mm
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de diametro, circular, lisa, convexa opacas; algunas especies forman pigmentos carotenoides

muestran en pruebas bioquimicas de manitol positivo e indol negativo.

1.8.10. Marinococcus

Dominio: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae

Género:; Marinococcus

De acuerdo con Ventosa ,(2015) el género Marinococcus son células esféricas Gram positivas
suelen presentarse en parejas o en aglomeraciones de tétradas, presentan movilidad con uno o dos
flagelos, son haléfilos moderados concentraciones del 5% a 20% de NaCl; no son formadores de

esporas las especies de este género acumulan solutos osméticos organicos

Presentan un metabolismo respiratorio aerobio estricto catalasa positiva. Las colonias son
circulares y lisas brillantes, presentan pigmentos naranja, naranja amarillento o blanco cremoso.
A este género se los puede encontrar en diferentes ambientes hipersalinos o salinos como agua de
estanques, suelos salinos y agua de mar. Presenta un 6ptimo crecimiento a temperatura de 28 a
37°C

1.8.11. Salinicoccus

Dominio: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcacea

Género: Salinicoccus

De acuerdo con Ventosa, (2015) el género Salinococcus es un halofilo moderado, células esféricas
Gram positivas que suelen presentarse en parejas, tétradas o en grupo, no presenta movilidad, no
son formadores de esporas. Su 6ptimo desarrollo en concentraciones del 4% - 10% NaCl. Presenta

una respiracion aerobia estricta, catalasa y oxidasa positiva.
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Presenta un Optimo crecimiento en un rango de temperatura 30- 37 °C, un pH de 7-9.5. Las
colonias son circulares lisas de color crema, blanco, amarilla, rosa y naranja o no presenta
pigmentos. Este género de bacterias se ha localizado en agua, suelo y lagos salinos. Las especies

de este género no producen enzimas hidroliticos extracelulares.

1.8.12. Staphylococcus

Dominio: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcacea

Género: Staphylococcus

De acuerdo con Schleifer, y Bell (2015) el género Staphylococcus son cocos gue estan presentes
de manera individual, pares o tétradas de cadenas cortas Gram positivo; que se desarrollan en
concentraciones mayores al 10% de NaCl, no presentan movilidad, limitada formacion de
capsulas.

Son anaerobios facultativos pero si se encuentran en condiciones aerobias el crecimiento es rapido
y abundante por lo general catalasa positiva y oxidasa negativa; tienen un metabolismo
respiratorio fermentativo quimioorganétrofos. Para la mayoria de las especies el producto
principal de la fermentacion de glucosa es el cido lactico en presencia de oxigeno los principales

productos son &cido acético y diéxido de carbono.

1.8.13. Streptococcus

Dominio: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
Familia: Streptococcaceae

Género: Streptococcus

De acuerdo con Whiley et al.,( 2015) el género Streptococcus, se presentan como €OCOS con
forma esféricos que se presentan en parejas o en cadenas Gram positivos, este género no presenta
movilidad y no existe la formacion de endosporas.
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Particularmente todas las especies son anaerobios facultativos y algunos adicionalmente requieren
de CO2 para el crecimiento, presentan un metabolismo quimiorganotrofo con fermentacion, los
carbohidratos son fermentados produciendo principalmente &cido lactico pero no gas; catalasa

negativa

1.9.  Actividad bioldgica de haléfilas y halotolerantes

Las aplicaciones que se han encontrado para haléfilos y halotolerantes son realmente sorprendente
como una fuente potencial de productos de interés aplicado en diverso sectores de la industria

Quimica, Farmacéutica, Alimenticia, Textil, etc (Meseguer, 2004)

1.9.1.  Solutos compatibles:

Son sustancias osméticamente activas de bajo peso molecular que son altamente soluble en agua,
alcoholes y aminoécidos. Son de gran importancia porque actGan como estabilizadores de
biomoléculas como enzimas, ADN y membranas también actan como agentes de proteccion al

estrés celular y de enzimas de interés industrial. (Margesin y Schinner, F, 2001).

Estos compuestos han sido ampliamente estudiados por las caracteristicas que presentan siendo
los solutos compatibles mas conocidos.

La ectoina que se encuentra comunmente en bacterias haléfilas heterotroficas aerobias. Es
utilizado en el desarrollo de plantas transgénicas resistentes a la desecacion, mejora biolégica
fijacion de nitrogeno, en la recuperacion de suelos aridos, ademas se ha empleado como

estabilizador en la PCR, en enzimas como amilasas, lipasas, celulasas y proteasas (Galinski, 1995
citado en Diaz, 2011).

Glicina- betaina: presente en bacterias hal6filas fototréficas, es empleado en plantas transgénicas

como el maiz y tabaco genera resistencia a altas concentraciones de estrés abidtico.

La trehalosa presente en bacterias halotolerantes, empleado como un crioprotector durante la
liofilizacion de biomoléculas su mecanismo consiste en remplazar a las moléculas de agua a través
de las uniones polares de sus residuos; la trehalosa previene la desnaturalizacion de las proteinas

y la fusién de membranas (Gonzélez y Pefia, 2002:p.142).

21



1.9.2.  Biopolimeros

Son macromoléculas sintetizadas mediante procesos biolégicos; las bacterias halo6filas tienen la
capacidad de producir diferentes clases de biopolimeros como son los biosurfactantes,
expopolisacaridos, liposomas, lectinas y bioplastico.

1.9.2.1. Biosurfactantes:

Son agentes tensoactivos que dan lugar a una disminucion de la tension superficial; estas
moléculas contienen segmentos hidrosoluble y liposolubles; el analisis de biosurfactantes se lleva
a cabo a través actividad de emulsificacion, formacién de espuma, aumento de solubilidad y la

movilidad de los compuestos organicos hidréfobos (Sarafin et al, 2014).

Son empleados en la remediacion de suelos permitiendo una distribucién uniforme de los
fertilizantes, bioplaguicida como los biosurfactantes lipopéptidos que es producido por varias
bacterias que exhiben actividad insecticida contra la mosca de fruta; ademas de ser utilizados en
el tratamiento de aguas contaminadas con pesticidas e hidrocarburos, empleados en productos
farmacéuticas, en el procesamiento de alimentos agentes antiadherentes, industria cosmética
empleados como espumantes, limpiadores, repelentes de insectos, productos para el bafio,

soluciones para lentes de contacto, etc (Fakruddin, 2012).

Biosurfactantes en detergentes comerciales como el Lipopétido Ciclico presentando capacidad de
emulsion. Extraccion de petréleo son empleados en los campos en la degradacion por corrosion
e incrustaciones; ademas de ser importantes en la refinacion y la produccién petroquimica por la

reduccidn de tension superficial (Fakruddin, 2012).

En los Gltimos afios, estos se han estudiado porque se encontré que las biomoléculas poseen
propiedades de importancia terapéutica y biomédica. En el campo farmacoldgico los
biosurfactantes actlan como antibacterianos, antiflngicos, antivirales, anticancerigeno,
inmunomodulador, antiadhesivo, antioxidantes y la terapia génica. Se reporta ejemplos de
bacterias haléfilas productoras de biosurfactantes como es el caso de Oceanobacillus sp., Bacillus

subtilis (Margesin y Schinner, F, 2001).
1.9.2.2. Exopolisacaridos EPS:
Una de las funciones mas importantes de los EPS es la de proteger a la célula bacteriana frente a

la desecacion y fluctuaciones potenciales del agua actuando como reservorios de agua en
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condiciones extremas, ademas de un efecto protector frente a agentes antimicrobianos y los

cationes metalicos tOXicos (Roberson y Firestone, 1992 citados en Mata, 2006)

Esta capacidad de adsorber cationes toxicos como cadmio, plomo, cobre, zinc y estroncio, puede
ser empleado en la biorremediacién de suelos contaminados, la que consiste en interacciones

electrostaticas con grupos funcionales negativas por ello la capacidad de retener iones metalico.

1.9.2.3. Lectinas:

Son proteinas selectivas que poseen la capacidad de enlazarse de forma especifica a carbohidratos,
son empleados como indicadores de modificaciones de la superficie celular para la deteccion de

células malignas (Margesin y Schinner, F, 2001).

1.9.2.4. Bioplastico PHA

Son poliésteres lineales producidos intracelularmente por algunos microorganismos como
reserva de carbono y energia que, una vez extraidos de la célula, que presentan propiedades fisicas
similares a plasticos derivados del petréleo. Presenta varias ventajas como ser biodegradables,
resistencia total al agua, son tolerados en tejidos humanos y de animales el cual puede ser

empleado en la industria farmacéutica (Ventosa y Nieto, 1995)

1.9.3. Enzimas
La mayoria de las haloenzimas extra e intracelulares que se han aislado y caracterizado hasta el
momento provienen de bacterias hal6filas moderadas. Asi, se han descrito varias hidrolasas de
interés industrial del tipo amilasas, proteasas y lipasas mencionadas por Ramirez et al., (2004)

En la siguiente tabla se describen las principales enzimas producidas por bacterias haléfilas

Tabla 3-1. Principales enzima extracelulares producidas por bacterias haléfilas

Géneros de
microorganismos
Enzima halcfilos y

halotolerantes

Proteasa: es el grupo mas importante de enzimas industriales | Bacillus, Halobacillus,

ampliamente utilizados como aditivos para el lavado de ropa, Filobacillus,
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industria farmacéutica, gestion de residuos y procesamiento de
alimentos industria del curtido; debido a la estabilidad y
propiedades de las proteasas halofilas que se les ha denominado
como haloproteasa que pueden permanecer activas en presencia de

NaCl y tolerar pH de 5- 10 y temperaturas de 40 a 75 °C (Moreno et
al., 2013).

Chromohalobacter,
Nesterenkonia,
Virgibacillus,
Salinivibrio,
Salinicoccus,
Pseudomonas,

Marinobacter

Amilasas: utilizados como aditivos para detergentes, industria
textil, alimenticia, cervecera, tratamiento de aguas residuales,
sacarificacion de almidén; debido a su estabilidad y versatilidad que
se han purificado a partir de hal6filos moderados, exhiben actividad
méaxima cuando se encuentran en un pH de 6.5 — 7.5, en una
temperatura Optima de 45 °C, presenta una actividad 6ptima a
0.25M NaCl (Moreno et al., 2013).

Bacillus
Nesterenkonia,
Micrococcu,
Halomonas
Halobacillus,
Halothermothrix
Streptomyces,
Chromohalobacter

Thalassobacillus

Lipasas: son empleadas para la produccion de sustancias quimicas
finas, empleadas como aditivos en detergentes, industria de
alimentos y papel.

Cataliza la actividad en un amplio rango de pH y temperatura por
lo tanto muestra un excelente comportamiento en la produccion de
acidos grasos polinsaturados libres que tiene ventajas sobre otras
lipasas convencionales (Rungaroon et al., 2016)

La dificultad que se presenta al trabajar con estas enzimas es su baja

estabilidad en los procesos.

Marinobacter,
Salinivibrio,

Salinicoccus,

Fuente: (Moreno et al., 2013) y (Rungaroon et al., 2016)

Realizado por: Silvia Jicome

Estudios realizados en habitats salinos del sur de Espafia sobre enzimas producidas por bacterias
moderadamente haldfilas permiti6 la caracterizacion, debido a que cepas de estos géneros poseen
el potencial de hidrolizar una amplia gama de polimeros, como se muestra en la siguiente tabla

los géneros de bacterias que producen enzimas de interés (Ventosa, 2004,p.287)
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Tabla 4-1: Ejemplo de géneros que hidrolizan enzimas de interés

Género

Salinivibrio

Halomonas

Chromohalobacter

Bacillus-

Salibacillus

Salinicoccus

Marinococcus

Amilasas

11

4

DNAsas

9

Lipasas
3

10

Proteasas

16

2

Pullulanasas

16

6

Fuente: (Ventosa, 2004, p.287)

Realizado por: Silvia Jacome
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Hipotesis y especificacion de las variables
2.1.1. Hipotesis
Existen bacterias haléfilas en la mina de sal de la parroquia Salinas del cantén Guaranda
2.1.2. Variables
2.1.2.1. Variable dependiente
Presencia de bacterias halofilas.
2.1.2.2. Variables Independientes
Muestra de aguas provenientes de la mina de sal.

2.2.  Tipoy Disefio de Investigacién

La investigacion es de tipo descriptivo-exploratorio debido a que se describe las condiciones
ambientales, parametros fisicos-quimicos y microbiol6gicos con el objetivo de encontrar
microorganismos que toleren diferentes concentraciones de sal, y realiza un estudio independiente
de cada caracteristicas, con el fin de determinar el crecimiento de bacterias hal6filas

2.3. Unidad de analisis

Agua superficial de las zonas seleccionadas de la mina de Salinas del caton Guaranda.

2.4. Poblacion de estudio

Mina de sal de la parroquia Salinas

2.4.1. Ubicacion geografica

La mina surge de depositos sedimentarios de origen marino de tipo evaporitico, esta formado de
minerales en su mayoria halita, que es un tipico alocromatico que cambia de color tanto por las

impurezas quimicas y mecanicas. Las aguas presentes en estos yacimientos reflejan la
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composicién iénica del agua de mar que son conocidas como las salmuera talasohalinas (Oren,
2006; citado en Diaz, 2011)

Salinas de Guaranda constituida por una de las minas mas importantes de la Serrania que han sido
utilizados para la extraccion de sal de manera artesanal desde los afios de 1950 por los pobladores
de la zona., se encuentra limitada

¢ Norte: Provincia de Tungurahua y las parrogquias Simiatug, Facundo Vela y San Luis de
Pambil

e Sur: Parroquia Guanujo
e Este: Provincia de Chimborazo

e Qeste: Parroquia San Luis de Pambil y el Cantdn Echeandia.

Salinas de Guaranda

Hotel El Refugio Q

Salinerito (Salinas
de Guaranda)

e Minas de Sal

Virgen del Aguasal

Figura 1-2: Ubicacion Geogréfica de la mina

Fuente: Google Maps. 2018

La mina de sal se encuentra ubicada en las siguientes coordenadas geograficas como muestra la
tabla.
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Tabla 1-2: Coordenadas geogréaficas de la mina de Salinas

X Y Altura (m)
720347 9844345 3490
720256 9844321 3505
720249 9844330 3508
720293 9844288 3509
720348 9844300 3509

Realizado por: Silvia Jicome, 2017

2.4.2. Descripcion de la zona

El clima y sus paisajes se encuentran marcados por la cercania del volcan Chimborazo, siendo

una zona de paramos que presentan las siguientes caracteristicas

Altitud: 3000-4000msnm
Temperatura: 6a 12 °C

Precipitaciones; 1500 a 2000 mm

Tipo de suelos: Inseptisoles Entisoles

La flora representativa en la parroquia y alrededores de la mina musgos, almohadillas, achupallas
vegetacion herbacea y ciertas manchas de bosques en las laderas mas pronunciadas Dentro de los

pajonales se encuentran arboles, arbustos de romrillo y mortifio ( Ecostravel, 2016.)

Uso actual del suelo: los pobladores de la parroquia se dedican a la agricultura, ganaderia,
pastoreo y la produccion de lacteos, en los alrededores de la mina no se observa actividad agricola
ni ganadera, solamente actividad turistica senderismos por los alrededores de la mina, la
presencia de la Virgen de Aguacachi estatua que se encuentra ubicada sobre el centro y la

produccién de sal que la realizan algunos pobladores. (Moran, 2016)

2.5. Tamafio de muestra

Las muestras que se emplearon en esta investigacion se recolectaron de tres zonas, localizadas
dentro de la mina de sal de Salinas ver (ANEXO C). Las cuales fueron escogidas de acuerdo a la

disponibilidad de agua presente en los sitios

Zona 1: se encuentra localizada en la parte superior de la mina, con coordenadas (720308;
9844311) se caracteriza por tener la presencia de dos ojos de agua de formacion natural.
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Fotografia 2-2: Ubicacion zona 1

Realizado por: Silvia Jacome, 2018

Zona 2: se encuentra localizada en la parte media de la mina, con coordenadas (720317; 9844320)
(720319; 9844323) se caracteriza por la presencia de pozos realizados por habitantes de la zona,
donde el agua proveniente de la zona 1 es llevada a estos, son cubiertos con pléasticos para evitar

que la lluvia disminuya la concentracion de sal.

S

a2

row

Fotografia 3-2: Ubicacion zona 2

Realizado por: Silvia Jicome. 2018.

Zona 3 se encuentra localizada en la parte media y superior de la mina, con coordenadas (720268;
9844336) (720290; 9844327) presenta caracteristica similares a la zona 2.
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Fotografia 4-2: Ubicacion zona 3

Realizado por: Silvia Jacome. 2018.

2.6. Seleccién de la muestra

Para la seleccion de la muestra se tomo en consideracion el agua disponible en distintas zonas:

e Zona1: Se tomd una muestra compuesta de 1250mL los 2 pozos abiertos
e Zona 2: Se tom6 una muestra compuesta de 1250mL de 5 pozos cubiertos

e Zona 3: Se tom6 una muestra compuesta de 1250mL de 4 pozos cubiertos.

El muestreo se realiz6 por triplicado en el mes de junio periodo de invierno, mes de agosto, y
octubre periodo de verano, cada una de las zonas y se midi6 la temperatura y pH del agua. La
caracterizacion fisico-quimica se realiz de una muestra compuesta de un litro de agua por zona.
Para la siembra ex situ se recolectd 250ml de agua en frascos estériles y la siembra se llevo a cabo
en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias.

2.7. Técnicas de recoleccion de datos

2.7.1. Muestreo aguas superficiales

Segun la norma INEN 2176 Técnicas de muestreo, se tom6 una muestra compuesta de los pozos

abiertos y otra de los pozos que se encuentran cubiertos, debido a que esto revela datos de

composicién promedio.

Para los analisis fisicos y quimicos, algunas determinaciones deben ser ejecutadas in situ como la

medicion de la temperatura y el pH con cintas colorimétricas, las muestras fueron tomadas entre
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5 a 20 centimetros de profundidad y en la superficie dependiendo del tipo del pozo y el volumen

de agua que se encuentre disponible.

2.7.2. Manejo y conservacion de muestras

2.7.2.1. Andlisis fisico-quimico

Segun la norma INEN 2169 recomienda utilizar botellas &mbar de 1L la cual se debe llenar
completamente y taparla bien para que no exista aire sobre la muestra, el trasporte se realiza en
refrigeradores de campo cooler para mantener las muestras a una temperatura inferior a la que se
recolecto. Las muestras se transportaron hasta el laboratorio de Servicios Ambientales de la

UNACH donde fueron analizados los pardmetros que se muestran en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Métodos utilizados para el analisis fisicogquimico de las muestras de agua

PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO
pH - PE-LSA-O1
Conductividad ps/cm PE-LSA-02
Nitratos mg/L STADARD METHODS 4500 NO3 -E mod.
Nitritos mg/L STADARD METHODS 4500 NO,-B
Sulfatos mg/L STADARD METHODS 4500 SO4-E
Solidos Disueltos Totales mg/L STADARD METHODS 2540 -C
Calcio mg/L STADARD METHODS 3500 Ca 3111B
Cloruros mg/L STADARD METHODS 3500 - CI E mod
Fésforo Total mg/L STADARD METHODS 4500 - P - E mod
Hierro mg/L STADARD METHODS 3500 Fe - 3111B
Magnesio mg/L STADARD METHODS 3500 Mg - 3111B
Potasio mg/L STADARD METHODS 3500 Na— B
Sodio mg/L STADARD METHODS 3500 K - B
Materia Organica mg/L METODO INTERNO

Fuente: (Schneegurt, 2012) y (Oren, 2004)

Realizado por: Silvia Jicome. 2017

Se realiza un analisis inicial de los parametros fisico-quimicos; para los analisis microbiol6gicos

se realiza por triplicado.

31



2.7.3. Caracterizacion microbioldgica

2.7.3.1. Preparacion de medios

Se prepard el medio de cultivo solido TSA+ NaCl a diferentes concentraciones 1, 3, 10 y 15%,
ya que este medio proporciona sustratos mas simples de degradar, lo que favorece el crecimiento,

con un periodo de incubacion maximo de 5 dias (Roohi et al., 2012) y (Garzén, 2015).

Tabla 3-2;: Medio de cultivo TSA

Ingrediente Concentracion del medio g/L
Triptona 15.0
Peptona de soya 5.0
NaCl 5.0
Agar 12.0

Realizado por: Silvia Jacome 2018

Se prepar6 el medio de cultivo liquido TSB + NaCl a diferentes concentraciones 1, 3, 10 y 15%,
se empled tubos Falcon de 15mL en los cuales se agrega 9mL del caldo TSB.

Tabla 4-2: Medio de cultiva TSB

Ingredientes Concentracion del medio g/L
Triptona 15.0
Peptona de soya 5.0
NaCl 5.0

Realizado por: Silvia Jacome 2018

2.7.3.2. Procesamiento de muestras In situ

El medio preparado TSB + NaCl es transportado en un cooler hasta los puntos de muestreo.

Se tom6 1mL de agua de la muestra compuesta y se transfiri6 a los tubos Falcon, dicho proceso
se realizo por triplicado para cada concentracion. Los medios liquidos se mantienen en agitacion
a 200 rpm, son incubados a 30 °C durante 7 a 10 dias controlados diariamente. Una vez que se
observo turbidez en los tubos se procede a preparar diluciones seriadas de 1:10 alcanzandose
diluciones hasta 10 de solucion de agua peptona se transfirié 0.1mL de las diluciones 10y 10°
sobre las placas de TSA+NaCl a la misma concentracion del caldo se aplic la siembra en
superficie incubar a 30 °C por 72 horas hasta que se observé crecimiento en las placas y

finalmente se realizé el conteo de colonias bacterianas (Arahal et al, 2007).
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2.7.3.3. Preparacion de diluciones ex situ

Con las muestras de agua procedentes de los pozos abiertos y cerrados, se prepard diluciones
seriadas en una secuencia de 1:10 alcanzandose diluciones hasta 1073, utilizando solucién de agua
de peptona una vez preparadas las diluciones, se transfirio 0.1mL de la dilucion sobre las placas
de TSA+ NaCl aplicando la siembra en superficie, se incub6 las placas a temperatura de 30 °C
durante 72 horas hasta que se observo crecimiento en las placas. Se realiz6 un recuento de colonias
en placa con la dilucién en la que se pueda contabilizar en un rango de 30 a 300 unidades
formadoras de colonias UFC. Al ser mayor a 300 el nimero es demasiado elevado para hacer un

recuento fiable y bajo 30 no tiene valor estadistico, para lo cual se emplea la siguiente férmula
(Camacho et al, 2009)

numero de colonias * factor de dilucién

UFC ml de muestra =
ml sembrados en placa

2.7.4. Técnica de aislamiento

Una vez que se realiza el recuento en placas por concentracion y punto de muestreo, de acuerdo
con Sanz (2011, p.20), se procedi6 a seleccionar entre los triplicados las colonias de bacterias que
sean diferentes en sus caracteristicas macroscépicas, se realizé el aislamiento que consiste en
tomar la colonia que se encuentra mas alejada de otras; una vez que se toma a la colonia con el
asa circular transferir a una nueva placa con la misma concentracion realizar la siembra en estriado
incubar las placas a temperatura de 30 °C durante 72 horas hasta que se observe crecimiento en

las placas, este proceso se puede repetir hasta obtener la pureza en los aislados en bacteriano.

Para la identificacion de las cepas bacterianas, se seleccionan las que presentan semejanza en sus
caracteristicas macroscépicas como en su forma, color borde, consistencia; mientras que su
morfologia microscépicas se considera el tipo de tincién y forma; finalmente las pruebas
bioguimicas de lectura rapida y lenta para la identificacion de caracteristicas metabdlicas, después

de haber realizados el aislamiento de los 3 muestreos.

2.7.5. Caracterizacion morfologica

2.7.5.1. Caracterizacion morfoldgica macroscopica

Una vez obtenidos los aislados se procedio a realizar la descripcion de las colonias de acuerdo a

los siguientes aspectos descrito por
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e Forma: circular, rizoide, irregular, filamentosa.

e Borde: entero, ondulado, lobulado, filamentoso, ondeado, rizoide, irregular.
e Elevacion: plana, elevada, convexa, umbonada.

e Superficie: lisa, rugosa.

e Pigmentos

e Consistencia: seca, cremosa, viscosa.

e Luz transmitida: transparente, traslucida, opaca.

e Luz reflejada: opaca, brillante.

2.7.5.2. Caracterizacion morfoldgica microscopica.

La caracterizacion microscopica se realizé por medio de tincion Gram. Para aplicar esta técnica
de identificacion Tortora et al., (2007) recomienda que se debe realizar con cultivos jovenes, en

etapa de crecimiento

Esta consiste en preparar un frotis del microorganismo sobre un portaobjetos, y fijar el material
pasando el portaobjetos tres veces sobre la Ilama del mechero. Cubrir el frotis con violeta de
genciana, transcurrido un minuto, lavar con agua destilada, luego cubrir el preparado con lugol
durante un minuto y eliminar los residuos con agua destilada, posteriormente colocar alcohol
cetona durante 10 segundos, separando excedentes del colorante con agua destilada, finalmente
colocar safranina durante un minuto y el preparado lavar con agua destilada y observar en el

MIiCroscopio (Rodriguez et al., 2005:p.22)

2.7.6. Caracterizacion bioguimica

2.7.6.1. Pruebas de lectura inmediata

e Oxidasa

Consiste en tomar con un palillo de madera estéril la colonia aislada, la muestra se pone en

contacto con la tira de oxidasa; Se considerd prueba positiva si existio viraje de color en la tira,

de blanco a azul antes de los primeros 20-30 segundos, de lo contrario el resultado es negativo.
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e Catalasa

Realizar un frotis de la colonia sobre un portaobjetos sin dejar secar, agregar una gota de agua
oxigenada al 30% si se observa un burbujeo intenso inmediato se considera como positivo y si no

hay ningin cambio negativo.

2.7.6.2. Pruebas de lectura lenta

e TSI Agar triple Azlcar Hierro

Se preparo, esterilizé y dispenso en los tubos estériles 5ml en forma de pico de flauta tapar lo
tubos con corchos estériles; a partir de un cultivo puro, con el asa de inoculacion inocular el medio
de cultivo, picando en el fondo y extender sobre la superficie del mismo, llevar a incubacion a 35

-37 °C durante 24 y 48 horas finalmente observacion e interpretacion de los resultados (BRITANIA,
2001a).

1. Superficie alcalina/profundidad &cida Rojo /Amarillo K/A: EI microorganismo solamente
fermenta glucosa.

2. Superficie acida/profundidad acida Amarillo/Amarillo A/A: EI microorganismo fermenta
glucosa, lactosa y/o sacarosa.

3. Superficie alcalina/profundidad alcalina Rojo/Rojo K/K: EI microorganismo no es
fermentador de azucares.

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

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

Citrato

Se preparo, esterilizd y dispenso en los tubos estériles 5ml en forma de pico de flauta tapar los
tubos con corchos estériles a partir de un cultivo puro, con el asa de inoculacion estriar la
superficie de medio de cultivo, llevar a incubaciéon a 35 -37 °C durante 24 y 48 algunos
microrganismos pueden requerir hasta 7 dias de incubacion horas finalmente observacion e
interpretacion de los resultados (BRITANIA, 2001b).

e Positivo: Crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta

e Negativo: Ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de cultivo.
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e SIM Sulfuro-Indol-Movilidad

Se prepard, esterilizo y dispenso en los tubos estériles 5ml en forma vertical tapar lo tubos con
corchos estériles a partir de un cultivo puro, con el asa de inoculacién inocular el medio de cultivo
por puncién profunda utilizando aguja de inoculacién recta; inocular el centro del tubo, y la
puncion debe abarcar 2 tercios de profundidad del medio de cultivo desde la superficie, llevar a
incubacion a 35 -37 °C durante 24 y 48 horas finalmente observacion e interpretacion de los

resultados (BRITANIA, 2001c).

Movilidad

Resultado positivo: Presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra.

Resultado negativo: Crecimiento solamente en la linea de siembra.

Produccion de H,S:

Resultado positivo: Ennegrecimiento del medio de cultivo alo largo de la linea de siembra o en
todo el medio
Resultado negativo: El medio permanece sin cambio de color

Prueba indol:

Se agreg6 al medio de cultivo 3 a 5 gotas del reactivo de Kovac
Resultado positivo: Color rojo

Resultado negativo: El color del reactivo revelador permanece incoloro-amarillento.

e Urea

Se preparo, esterilizd y dispenso en los tubos estériles 5ml en forma de pico de flauta tapar los
tubos con corchos estériles a partir de un cultivo puro sembrar un inoculo denso del
microorganismo, llevar a incubacion a 35 -37 °C durante 24 y 48 horas; y para aquellos
microorganismos que hidrolizan lentamente la urea incubar hasta 72 horas finalmente

observacion e interpretacion de los resultados (BRITANIA, 2001d).

e Microorganismos que hidrolizan la urea: el medio de cultivo es de color rosado-rojizo.

e Microorganismo que no hidrolizan la urea el medio permanece del mismo color.
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e Manitol

Se prepar0, esterilizd y dispensd las cajas Petri, a partir de un cultivo puro, con el asa de
inoculacion inocular el medio de cultivo en superficie, llevar a incubacion a 35 -37 °C durante 24

y 48 horas finalmente observacion e interpretacion de los resultados (BRITANIA, 2001e).

¢ Microorganismos fermentadores de manitol: colonias de color amarillos rodeadas o no de un
halo amarillo
e Microorganismos no fermentadores de manitol: colonias del color del medio, rojas rodeadas

0 no de halo rojizo parpura.

Las pruebas de caracterizacion bioquimicas se realizaron a las cepas bacterianas que presentaron
en sus caracteristicas microscopicas de tincién Gram negativa y la forma de bacilo, mientras que
las cepas bacterianas que presentaron forma de cocos Gram positiva y negativa se realizo
Unicamente pruebas de lectura inmediata como es la oxidas y catalasa; y prueba de lectura lenta
como el manitol. Puesto que estas pruebas permiten la identificacion de microorganismo a través

de claves diferenciales (Alvarez etal., 1990.).

2.7.7. Actividad enzimatica

Para la actividad enzimatica, una vez terminados los aislamientos de los 3 muestreos se procedio
a realizar una seleccion de las cepas que presentan caracteristicas macroscépicas, microscopicas
y pruebas bioguimicas semejantes. Seleccionadas las cepas se procede a realizar la actividad

enzimatica.

2.7.7.1. Actividad aminolitica

Se comprobd la actividad aminolitica preparando el medio TSA+NaCl adicionando 2.5 g/L de
almidén soluble de yuca, se incubo durante 96 horas a 35 °C después de la incubacién se agrega
3 a 5mL de la solucion de lugol, la que permite evidenciar la presencia de halos de hidrdlisis
alrededor de las colonias (Garzén, 2015).

2.7.7.2. Actividad proteolitica: caseina

Se comprobo actividad proteolitica preparando el medio TSA+NaCl adicionando 10% (v/v) de
leche descremada, se incub6 durante 96 horas a 35 °C; para la interpretacion de los resultados se

determind cualitativamente la formacion de halos de aclaramiento de protedlisis en el agar (Haki
y Rakshit, 2003).
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2.7.7.3. Actividad lipolitica

Para la comprobacion de actividad proteolitica se preparar el medio TSA+NaCl se adicion6 2mL
de aceite de oliva, 2mL de tween 80 y 10 gotas de vitamina A en 100mL de agua destilada se
incubd durante 96 horas a 35 °C; para la interpretacion de los resultados se determiné
cualitativamente la formacion de halos de aclaramiento alrededor de las colonias, en contraste

con el resto del medio que permanece turbio (Thomson et al., 1999).
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CAPITULO I

3. MARCO DE RESULTADOS

3.1. Resultados, andlisis y discusién

3.1.1. Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas del agua

De acuerdo a las 3 zonas de muestreo, los resultados de pH y temperatura se muestran en la Tabla

1-3.
Tabla 1-3: Resultados de pH y Temperatura

ZONA pH Temperatura
P.A-1 7.3 12
P.C-2 8 9.8
P.C-3 8 95

Realizado por: Silvia Jacome 2018

La zona 1 (P.A-1) tiene un pH ligeramente alcalino debido a que proviene de un ojo de agua
superficial de formacion natural y este se encuentra en constante movimiento; mientras que las
zonas cubiertas 2 (P.C-2) y 3 (P.C-3) presentaron un pH alcalino debido a que el agua interactla
con la roca de mina, esta al ser de origen mineral aporta al agua sales sodicas, sulfatos y cloruros
aumentando el pH. Madigan,et al. (2003) describe que las especies bacterianas pueden
desarrollarse en intervalos de 5.5 a 8, por lo tanto el agua de la mina es una ambiente propicio

para el desarrollo de bacterias

Los valores de pH obtenidos concuerdan con los resultados reportados en minas de sal en
Pakistan, Espafia, Perti y Colombia con valores que se encuentran en un rango de 6.5 a 8.9; al

estar presente facilita el desarrollo de bacterias hal6filas (Pérez, 2014).

Los resultados de la caracterizacion fisico quimica del agua se presentan en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Resultados de los anélisis fisico-quimicos

PARAMETROS UNIDADES METODO/PROCEDIMIENTO P.A-1 P.C-2 P.C-3
pH - PE-LSA-O1 7.43 8.7 8.21
Conductividad ps/cm PE-LSA-02 85500 30800 115600
Nitratos mg/L STADARD METHODS 4500 35.4 5.5 16.6
NOs-E mod.
Nitritos mg/L STADARD METHODS 4500 0.052 0.018 0.018
NO.-B
Sulfatos mg/L STADARD METHODS 4500 340 130 180
SO4-E
Solidos Disueltos mg/L STADARD METHODS 2540 -C 43270 18440 57890
Totales
Calcio mg/L STADARD METHODS 3500 Ca  146.12 74.61 128.09
3111B
Cloruros mg/L STADARD METHODS 3500 - 21837 11344 60974
Cl E mod
Fésforo Total mg/L STADARD METHODS 4500 - P 2.4 1 2.1
- E mod
Hierro mg/L STADARD METHODS 3500 Fe 0.85 0.05 0.1
-3111B
Magnesio mg/L STADARD METHODS 3500 53.72 48.31 66.32
Mg - 3111B
Potasio mg/L STADARD METHODS 3500 Na 38.46 32.8 47.56
-B
Sodio mg/L STADARD METHODS 3500 K 148.63 133.38 189.05
-B
Materia mg/L METODO INTERNO 5.19 45 6.72
Organica

Fuente: UNACH. 2017

Realizado por: Silvia Jacome 2018

Se observa en los resultados obtenidos, no existe diferencia significativa entre cada punto, ya que

el agua procede de un mismo origen, la cual es depositada en diferentes puntos, la diferencia entre

valores de concentracion se debe a diferencias fisicas como la exposicion solar, tamafio de los

pozos y profundidad, que influyen en la evaporacion y por lo tanto en la concentracion en cada

parametros.

Con los resultados de los parametros fisico-quimicos realizados se logré identificar qué tipo de

ambiente salino es la mina. De acuerdo LaBaugh, 1989; citado en Diaz, 2011 el agua continental
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se clasifica por su alto contenido i6nico (solidos disueltos totales) la Mina de Salinas al tener

como valores por puntos superior a los 10g/L, esta se convierte en agua salina.

Otro de los pardmetros que nos permite categorizar a los ambientes salinos es la conductividad

eléctrica como se muestra la siguiente tabla

Tabla 3-3 Caracterizacién de ambientes salinos respecto a la conductividad.

Ambientes salinos Conductividad
Oligosalinos 800-8.000 puS.cm-1
Mesosalinos 8.000-30.000 uS.cm-1),

Polisalinos 30.000—45.000 pS.cm-1
Eusalinos 45.000-60.000 pS.cm-1
Hipersalinos mayor a 60.000 uS.cm-1)

Fuente: LaBaugh, 1989 citado en Diaz

Realizado por: Silvia Jacome 2018

Con los valores obtenidos de conductividad eléctrica en los analisis, se realizo la categorizacion
P.A-1 con un valor de 85 500 ps/cm corresponde a un ambiente hipersalinos, P.C-2 con un valor
de 30 800 us/cm corresponde a un ambiente polisalino y el P.C-3 con un valor de 115 600 ps/cm
corresponde a un ambiente hipersalino. Este tipo de ambientes se ha descrito en investigaciones
realizados en Colombia por Garzén, 2015; donde los valores de conductividad son mayores a

60000 ps/cm; en Perl por Maturrano, 2004 que los describe como ambientes hipersalinos

Los resultados de los analisis es consistente con la investigacion de Oren (2006) en la que se
clasifica a los ambientes hipersalinos como Talasohalino y Atalasohalinos; la mina de Salinas en
Guaranda evidencia ser un ambiente Talasohalino; considerando el promedio de las 3 zonas donde
se realiz6 el muestreo, se presentd un pH neutro o ligeramente alcalino de 8.1 y predominio de
iones de sodio Na* 157.02 mg/L y cloro CI- 31385 mg/L con respecto a los cationes magnesio
Mg?* 57.45 mg/L o calcio Ca®* 116.273 mg/L. Los ambientes talasohalinos se han descrito por
Maturrano (2004) y Pérez, (2014)

Se observa que los resultados obtenidos en los P.2-C y P.3-C son diferentes a pesar de tener
similitudes como su origen y la técnica de muestreo. En el P.2-C existe una disminucion
significativa en la concentracion parametros como, sélidos disueltos totales, calcio, cloruros sodio
y magnesio; la posible causa para que exista una disminucién en la concentracion de los
parametros mencionados es la existencia de infiltraciones de agua, tamafio del pozo, cantidad de
agua, exposicion solar en cada pozo lo que interfiere en los resultados obtenidos.
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Resulta interesante el origen marino de estas minas, pese a que su ubicacion geografica 3500
msnm y 450 km distancia con respecto al Océano Pacifico; tengan caracteristicas en su
composicion ionica de salinas solares costeras, esto se puede relacionar con la existencia de

yacimientos subterraneos de halita.

3.1.1.1. Procesamiento de datos

e Conteo de UFC (In.situ)

Para el procesamiento de datos se utiliz6 como variable el recuento de unidades formadoras de
colonias por mL para cada concentracion en los tres muestreos realizados. Con ayuda del software
estadistico IBM SPSS versién 19, se determind en qué zona y a qué concentracion existio mayor

crecimiento.

Tabla 4.3: Medias de UFC/mL por concentracion

Concentracion de NaCl Valores medias de UFC/mL
1% 2.73%108
3% 2.48*108
10% 1.4*108
15% 7.56%107

Realizado por: Silvia Jacome. 2018

UFC/mL vs Concentracion de NaCl
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Gréfico 1-3: Cantidad de UFC/mL vs Concentracién de NaCl

Realizado por: Silvia Jacome. 2018
En el Grafico 1-3 se observa una disminucion progresiva de las UFC/mL conforme se incrementa
la concentracion de NaCl en el medio de cultivo. EI mayor promedio de UFC/mL se registré a la

concentracion de NaCl del 1% con una media de 2,8 X108, esto se debe a que los microorganismos
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al estar expuesto a concentraciones bajas toleran y pueden adaptarse sin dificultad alguna, ya que

a esta concentracion se encuentran la mayoria de bacterias presentes en agua dulce (Oren, 2006).

Mientras que a una concentracion del 15% el promedio de UFC/mL disminuye a 7,6x107 esto se
debe que al aumentar la concentracion limita el crecimiento de microorganismos que no son
hal6filos moderados debido a las modificaciones morfoldgicas en su membrana como un

incremento de &cidos grasos ciclopropanicos (Ramirez et al., 2004).

Tabla 5.3: Medias de UFC/mL por puntos de muestreo

Puntos Valores medias de UFC/mL
Punto 1 Abierto 1.14*108
Punto 2 Cerrado 1.91*108
Punto 3 Cerrado 2.47%108

Realizado por: Silvia Jicome. 2018
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Gréfico 2-3: Cantidad de UFC/mL vs Puntos de muestreo

Realizado por: Silvia Jacome. 2018

En el gréafico 2-3 describe un aumento de colonias con respecto a los puntos de muestreo; en el
punto 3 se observa que existio mayor nimero de UFC/mL lo que concuerda con estudios
realizados por Schneegurt (2012) donde, la cantidad magnesio Mg?*" y potasio K!* estan
implicados en procesos de adaptacion lo que les permite a las bacterias soportar altas
concentraciones de sal, puesto que regulan la presién osmética en el medio. En este punto la
concentracion de magnesio Mg (66.32 mg/L) y potasio K (47.56 mg/L) es superior respecto a los

demés puntos de muestreo.
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Otro de los parametros que influyen en el incremento de UFC /mL en el P.C-3 es la elevada

concentracion de sodio Na; el sodio que interviene en procesos de osmoadaptacion (Sleator y Hill,
2001:p.50)

e Conteo UFC (Ex Situ)

Tabla 6.3: Medias de UFC/mL por concentracion

Concentracion de NaCl Valores medias de UFC/mL
1% 7.73%10*
3% 9.38*10*
10% 6.73*10*
15% 6.64*10*

Realizado por: Silvia Jaicome. 2018

TUFC/mL vs Concentracion de NaCl
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Grafico 3-3: Cantidad de UFC/mL vs concentracion de NaCl

Realizado por: Silvia Jicome. 2018

En el Grafico 3-3 se observa que las UFC/mL tienen un comportamiento variable al estar
expuestos a distintas concentraciones de NaCl. al 3% se observa que existe mayor promedio de
UFC/mL con una media de 9.4 x10*% esto se debe a que los microorganismos presentes en las
muestras de agua se han adaptado para desarrollarse a dicha concentracion en el medio TSA; una
de las posibles causas para que no exista mayor crecimiento en la concentracion de NaCl al 1%
no logren adaptarse en el medio y no se produzca su desarrollo, mientras que a la concentracion
del 10% y 15% el promedio de UFC/mL disminuye a 6.6 x10% debido ya que se limita el

crecimiento solamente haléfilos moderados
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Tabla 7.3: Medias de UFC/mL por puntos de muestreo

Puntos Valores medias de UFC/mL
Punto 1 Abierto 7.42*10*
Punto 2 Cerrado 5.14*10*
Punto 3 Cerrado 1.03*10°

Realizado por: Silvia Jicome. 2018

TUFC/mL vs Puntos de muestreo
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Grafico 4-3: Cantidad de Unidades Formadoras vs Puntos de muestreo

Realizado por: Silvia Jicome. 2018

En el Gréafico 4-3 describe un aumento del promedio de UFC/mL por puntos de muestreo; siendo

el punto 3 con mayor promedio; lo que es consistente con lo descrito en el Grafico 2-3.

En el P.C-2 se observa la disminucién 5.14*10%el promedio de UFC/mL respecto a los 2 puntos
de muestreo; una de las posibles causas son los resultados obtenidos de los analisis de los
pardmetros fisico-quimicos en los cuales se observa que la concentracion de magnesio Mg y
potasio K es menor respecto al P.C-3 influyendo asi en el crecimiento.

Otro de los factores que influyen en el crecimiento microbiano es la técnica de muestreo utilizada
ya que las bacterias crecen mejor en el muestreo in situ debido a que se les proporciona todos los
requerimientos nutricionales para su desarrollo, lo que no sucede con las bacterias del muestreo

Ex situ que deben soportar condiciones de crecimiento mas exigentes.
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e Conteo UFC N.- de muestreos.

Tabla 8.3: Medias de UFC/mL por nimero de muestreo

Muestreo Valores medias de UFC/mL
Muestreo 1 383

Muestreo 2 8.52*10*

Muestreo 3 1.43*10°

Realizado por: Silvia Jicome. 2018
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Grafico 5-3: Cantidad de UFC vs N.- de muestreo.

Realizado por: Silvia Jicome. 2018

En el grafico 5-3 describe el promedio de UFC/mL por el nimero de muestreo realizado, siendo
el muestreo nimero 3, con una media de 1.4 x10° UFC/mL el méas representativo debido que las
condiciones ambientales para este fueron favorables con respecto al muestreo nimero 1 que se
presenta con una media de 3.8 x10* y las condiciones ambientales no fueron favorables una fuerte
lluvia y viento dificulto el muestro lo que provocaria que las muestras de agua se produzca una

dilucién en la concentracion y por ende una disminucién en el nimero de UFC/mL.
Aislamiento de bacterias Haldfilas

Se lograron aislar 125 cepas bacterianas de la mina de Salinas, de las cuales el 37% corresponden
al P.C-2 y el 34% al P.C-3; en estos puntos existié mayor crecimiento debido a las caracteristicas

fisico-quimicos de las muestras de agua; mientras que el P.A-1 representa el 29%. En la Tabla 3-

3 se muestran las cepas aisladas en cada punto de acuerdo a la concentracion de sal usada.
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Tabla 9-3: Total de bacterias aisladas

Concentracion de NaCl P.A-1 P.C-2 P.C-3 Total
1% 11 10 8 29
3% 8 14 13 35
10% 9 12 8 29
15% 9 10 13 32
Total 37 46 42 125

Realizado por: Silvia Jicome. 2018.

Porcentaje de Bacterias aisladas

mP.A-1
P.C-2

mP.C-3

RECS.
38%

Gréfico 6-3: Porcentaje de Bacterias aisladas

Realizado por: Silvia Jicome. 2018.
3.1.2. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos por Tinciéon Gram

En la Tabla 10-3 se muestran los resultados obtenidos tras la aplicacion de Tincion Gram en los

aislados bacterianos.

Tabla 10-3: Caracteristicas morfoldgicas de acuerdo a la Tinciéon Gram.

Concentracion  Bacilos Cocos Cocos Bacilos Total
de NaCl Gram - Gram-  Gram + Gram +
1% 24 2 3 0 29
3% 31 2 1 1 35
10% 29 0 0 0 29
15% 27 2 3 0 32
Total 111 6 7 1 125

Realizado por: Silvia Jicome

Mediante tincion Gram se identificaron bacterias Gram positivas y negativas. El 94%
corresponden a bacterias Gram negativas de las cuales: el 89 % son bacilos y el 5% cocos, el 6%
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restante corresponde a bacterias Gram positivas, siendo el 1% bacilos y el 5% cocos. Los
resultados se observan en el Gréfico 6-3.

PORCENTANJE DE BACILOS Y COCOS
AISLADOS

m Bacilos Gram (-)
Cocos Gram (-)
m Cocos Gram (+)

m Bacilos Gram (+)

Gréfico 7-3: Porcentaje de Bacilos y Cocos aislados

Realizado por: Silvia Jacome. 2018.

La presencia mayoritaria de bacterias Gram negativas se debe a la composicién lipidica que estos
microorganismos presentan en su membrana celular. Segin Ramirez et al., (2004) las baterias
haléfilas moderadas presentan alteraciones en la membrana por un aumento de los acidos grasos
ciclopropanicos. Este resultado concuerda con lo mencionado por Ventosa, et al. (2007), donde
las bacterias aisladas de muestras de aguas hipersalinas en su mayoria son bacterias Gram
negativas aerobias.

De las 125 cepas aisladas (Ver Anexo D), se escogieron 33 cepas por sus semejanzas en
morfologia macroscépicas, pruebas bioquimicas y nutricionales para su identificacion, 25 fueron

bacilos Gram negativos, 4 cocos Gram positivos y 4 cocos Gram negativos.

3.1.3. Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y enziméaticas.

En la Tabla 11-3 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas y nutricionales para los

25 bacilos Gram negativos.
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Tabla 11-3: Caracteristicas morfoldgicas, de bacilos Gram negativos

Morfologia Macroscopica

CONCENTRACION
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Realizado por: Silvia Jicome. 2018

Forma: C=Circular

Borde: E=Entero; O=Ondulado
Color: Cr= Cr; M=Mel6n; N=Naranja; B=Blanco; A=Amarillo

Superficie: L.B=lisa brillante; E=Erisada

Consistencia: V= viscosa; Cr= Cremosa

Luz transmitida: Tr=Translucida; O=Opaca
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La Tabla 11-3 muestra que se seleccionaron 25 cepas para su identificacion, el 20% corresponden
a cepas que crecen a concentraciones de NaCl del 1%; el 28% a concentraciones de NaCl del 3%
siendo a estas dos concentraciones bacterias haléfilos débiles, el 28% a concentraciones NaCl del
10% y el 24% a concentraciones de NaCl del 15% corresponde hal6filos moderados

El 100% presentan forma circular; el 88% bordes enteros y el 12 % bordes ondulados. El 60%
son de color crema, 16% melén y el 8% presentan colores blancos, naranjas y amarillos
respectivamente. El 96% presenta superficie lisa brillante y el 4% erizada. En cuanto a
consistencia, el 72% fue viscosa y el 28% cremosa y a luz trasmitida el 68% fueron opacas y el
32% translucidas. Estas caracteristicas concuerdan con investigaciones realizadas por (Canales et
al., 2014) y (Flores-Fernandez et al., 2014)

Tabla 12-3: Caracteristicas morfoldgicas, de bacilos Gram negativos

Biogquimica Nutricional

SIM

ONCENTRACION
PUNTOS
OXIDASA
CATALASA
CITRATO
UREA
TSI
ALMIDON
CASEINA
LIPIDOS

Movilidad
indol
H2S

1% P.1-1-2 B ®H 60 60 KK 0 60 60 60 60O
1% | P13-2CrCl () () () (O KK () (0 O O O 0
3% P122N () () ) (O AA () (O O & O 0
3% P.1-3 B ®H 60 60 AA H 60 60 6O 60 ¢
3% | P122Nb (+) (*) (O () KK () (O O O O &)
10% P.1-1-3 H H 60 60 KK (60 60 60 60 06
10% P.1-3-2 H & 6 6H KK (60 60 60 6 06
15% P.1-3 H & 60 60 KK #H 60 60 60 60 6
15% P.1-1-3 B ®H 60 60 AA O 60 60 60 60 O
1% P.2-3 B ®H®H 60 KA H 60 60 606 06
1% P.2-1 6O ®H 60 60 AA H 60 60 60 6 @
3% P.2-3-3 B ®H 60 60 KK (O 60 60 6H 6 O
3% P.2-2-3 O ® 60 60 AAH (#H (O 0 B ®H @
10% P.2-3 B ®H 60 60 KK 6 60 60 60 606
10% P.2-3-2 B ®H®H 60 AA H 60 60 60 60 06
15% P.2-2 B ®H 60 60 KK 6 60 60 60 606
15% P.2-1-2 B ®H 60 60 KK #H 60 60 60 60 @
1% P.3-2-2 B ®H®H 60 AA H 60 60 60 6 @
3% P33Cr () () O (O AA () (O O O & 0O
3% P.3-1-2 B ®H 60 60 KK (60 60 60 60O
10% P.3-1-3 B ®H 60 60 KK 60 606 60 06
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0% | P3-33 60 60 KK 060 60 60 606
10% | P31-2 O 60 60 60 AA H 6O 60 60 60 06
15%  P.3-2-3 B & 60 60 KK #H 60 60 606 6
15% | P33 O @6 60 60 KK 60 60 60 60 6

Realizado por: Silvia Jicome. 2018

K/A: El microorganismo solamente fermenta glucosa.
A/A: El microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.
K/K: El microorganismo no es fermentador de az(cares.

+: La presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el microorganismo produce gas.

Los resultados de las pruebas determinan que el 100% bacilos Gram negativos, las pruebas de
lectura inmediata oxidasa el 80% de las cepas tienen reaccion positiva con un cambio de
coloracién en la tira mientras que el 20% no presenté cambio de coloracién. Con la prueba
catalasa el 92% tuvo reaccién positiva con formacién de burbujas y el 8% no present6 ningln

cambio.

Con los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion macroscépica, microscépicas pruebas
bioguimicas y enzimaticas se puede establecer que estas cepas bacterianas probablemente

pertenecen a los siguientes géneros:

Halomonas

Este género corresponde al 16% del total de los aislados y se caracteriza por, tolerar
concentraciones del 1%, 3%, 10% y el 15% de NaCl. Presentd caracteristicas morfologias
macroscopicas como colonias circulares color crema, blancas o amarillas, superficie lisas
brillantes, cremosas (ho formadoras de endosporas), bacilos Gram negativos, catalasa y oxidasa
positiva, pruebas bioguimicas como citrato, urea, glucosa, lactosa, H,S son variables dependiendo
la especie; indol, negativo; las bacterias de este género hidrolizan el almidon. Lo que concuerda

con lo descrito por Vreeland, (2015).

Chromohalobacter

Este género presente en 4% del total de los asilados presenta tolerancia a concentraciones del 10%
y 15% de NaCl macroscopicamente se muestra como colonias circulares de color crema o
amarillas, superficie lisas brillantes cremosas, bacilos Gram negativos, oxidasa negativa y
catalasa positiva, pruebas bioquimicas presenta movilidad, H,S y urea negativa, indol y citrato
son pruebas bioquimicas variables dependiendo la especie y la glucosa no esta determinado. Las
bacterias de este género no hidrolizan almidén, caseina y tween 80, lo que concuerda con la
descripcidn de Ventosa, (2015).
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Pseudomonas:

Geénero presente en un 24% del total de los aislados que muestra caracteristicas como, tolerar
concentraciones de 1%, 3%, 10% y 15% de NaCl, macroscopicamente se muestra como colonias
circulares con hordes enteros, superficie lisa brillante; bacilos Gram negativos que presenta
movilidad, dependiendo de la especie, oxidasa puede ser positiva 0 negativa, catalasa positiva
pruebas bioquimica indol negativos. Estas descripciones concuerdan con Ventosa, (2004)

Marinobacter:

Este género presente en un 12% del total de los aislados presenta caracteristicas como, tolerancia
a concentraciones del 1%, 3%, 10% y 15% de NaCl macroscopicamente se muestra como colonias
circulares con borde entero, superficie lisa brillante son de color crema, amarilla, naranja, bacilos
Gram negativos presenta movilidad, oxidasa catalasa positiva, pruebas bioguimicas urea negativa,
no utiliza glucosa, hidrolisis de almidon, lipasa tween 80 positiva. Estas caracteristicas son

consistente con Bowman et al., (2015).

Salinivibrio:

Este género presente en un 12% del total de los aislados presenta caracteristicas como, tolerancia
a concentraciones del 3% y 10% de NaCl macroscopicamente se muestra como colonias
circulares, superficie lisa brillante, color crema elevacion convexa, luz transmitida opaca, bacilos
Gram negativo, oxidasa y catalasa positiva, prueba bioquimica indol negativa. Concuerda con lo

descrito con el Manual de Bergeys, (2015)

Salinibacter

Este género corresponde al 16% del total de los aislados muestran caracteristicas como, tolera
concentraciones 15%, macroscépicamente se muestra como colonias circulares, superficie lisa
brillante, color crema, meldn, bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa positiva, caracteristicas

son consistentes con Song et al., (2015)
No se logro identificar los generos del 16 % de las cepas bacterianas restantes, porque las

caracteristicas macroscopicas y bioquimicas que presentan. No coinciden con las descritas en

investigaciones realizadas en ambientes hipersalinos.
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Tabla 13-3: Caracteristicas morfoldgicas de cocos Gram negativos.

Morfologia Macroscépica
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Realizado por: Silvia Jaicome. 2018
Forma: C=Circular
Borde: E=Entero
Color: Cr= Cr; N=Naranja
Elevacién: C=Convexa; E=Elevada
Superficie: L.B=lisa brillante
Consistencia: V= viscosa
Luz transmitida: O=Opaca

En la tabla 13-3 se seleccionaron 4 cepas bacterianas para la identificacion; sus caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas en forma corresponden al 100% circular y 100% con borde entero;
en lo que respecta al color el 75 % crema y el 25% naranja; elevacion 50% convexa y el 50%
elevada; superficie, consistencia y luz transmitida el 100% son lisas brillantes; en cuanto a
consistencia el 100% viscosas y luz transmitida el 100% son opacas.

Tabla 14-3: Caracteristicas bioquimicas y enzimaticas de cocos Gram negativos.

Bioguimica Enzimatica
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15% | P.3-2 O ®H 60 60 60 6
15% | P.3-31 B 6 ®H 60 6 06

Realizado por: Silvia Jacome. 2018
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El 100% son cocos Gram negativos, las pruebas de lectura inmediata muestran que el 75% se
presenta como oxidasa negativa y el 25 % como oxidasa positiva; la prueba de catalasa determina
que el 100% tiene una reaccion positiva.

En base a los resultados obtenidos de las caracteristicas morfolgicas macroscopicas, pruebas
bioguimicas de lectura inmediata y enzimatica se puede establecer que estas cepas bacterianas

probablemente pertenecen a este género

Paracoccus

Este género presente en un 25% del total de los aislados muestran caracteristicas como, circulares
color crema, elevacion convexas, superficie lisa brillante opacas; cocos Gram negativos, oxidasa

y catalasa positiva prueba bioguimica como el manitol es variable dependiendo de la especie
(DONOVAN et al, 2006).

No se logro identificar los géneros del 75 % de las cepas bacterianas restantes, porque porque las
caracteristicas macroscépicas y bioquimicas que presentan no coinciden con las descritas en

investigaciones realizadas en ambientes hipersalinos.

Tabla 15-3: Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de cocos Gram positivos.

Morfologia Macroscopica
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Realizado por: Silvia Jicome. 2018

Forma: C=Circular

Borde: E=Entero

Color: Cr= Cr; N=Naranja

Elevacion: C=Convexa; E=Elevada
Superficie: L.B=lisa brillante
Consistencia: V= viscosa; Cr= cremosa

Luz transmitida: O=Opaca; Tr=Translucida
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La tabla 15.3 muestra que se seleccionaron 4 cepas bacterianas para la identificacion; sus
caracteristicas morfoldgicas macroscopicas en forma el 100% son circular, 100% con borde
entero; el color el 75 % crema y el 25% naranja; elevacion 75% convexa y el 25% elevada;
superficie el 100% son lisas brillantes, consistencia 75% son viscosas y el 25 % cremosas; luz
transmitida el 75% son opacas y el 25% translucidas.

Tabla 16-3 Caracteristicas bioquimicas y enziméticas de cocos Gram positivos.
BIOQUIMICA  ENZIMATICA

ONCENTRACION
PUNTOS
OXIDASA
CATALASA
MANITOL
ALMIDON
CASEINA
LIPIDOS

1% |P232NT () () (B (O & 0
15% | P3-2-Ama () () (0 (O ) 0
15% | P.3-3-2 ®H 6B 60 6 60 O
15% | P33Cr () ) (H (O ¢ &)

Realizado por: Silvia Jacome. 2018

Respecto a las pruebas bioquimicas el 100% son cocos Gram positivos, las pruebas y de lectura
inmediata oxidasas, el 75% son oxidasa positiva y el 25 % negativa; respecto a catalasa el 100%

son positivas.

Con los resultados obtenidos de la morfologia macroscépica, prueba bioquimica y nutricional se

puede establecer que estas cepas bacterianas probablemente pertenecen a estos géneros.

Salinococcus

Este género presente en un 25% del total de los aislados muestran caracteristicas como tolerancia
a concentraciones del 15% NaCl, macroscépicamente se muestra como colonias circulares de
color crema, blanco, amarillo, rosa y naranja, cremosa (no formadores de esporas) no presenta

movilidad, catalasa y oxidasa positiva, no producen enzimas hidroliticos extracelulares
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Staphylococcus

Este género presente en un 75% del total de los aislados muestran caracteristicas como tolerancia
concentraciones del 1 y 15% de NaCl, macroscépicamente se muestra como colonias circulares

de color crema, blanco, no presentan movilidad, catalasa positiva y oxidasa negativa.

Ademés del dominio de bacterias hal6filas moderadas se presume la presencia de
microorganismos pertenecientes al dominio Archaea como los géneros Halococcus vy
Halobacterium por la descripcibn macroscopica de sus colonias, pruebas bioquimicas y
enzimaticas. Las investigaciones realizados por Maturrano (2004) en ambientes hipersalinos

Talasohalinos indican que el dominio con mayor presencia son las Archaea.

3.1.4. Actividad enziméatica

Con respecto a la prueba de actividad enzimética realizada a los posibles géneros Halomonas,
Chromohalobacter, Pseudomonas, Marinobacter, Salinibacter, Salinivibrio, Paracoccus,

Salinococcus y Staphylococcus.

Se obtuvo que el 18% presenta actividad amilolitica positiva, es decir que poseen enzimas
amilasas que hidrolizan el almiddn; en el medio transcurridas las 96 horas a 30 °C se observo la
formacion de un halo de aclaramiento que rodea a las colonia después de afiadir gotas de solucion

de yodo; esto resultado concuerda con Amoozegar et al., (2003).

E 1 14.4% podria pertenecer al género Halomonas, ya que estas en sus caracteristicas enzimaticas
hidrolizan el almiddn, mientras que el 3.6% restante corresponden al género Pseudomonas, del
cual se reporta investigaciones, que especies perteneciente a este género producen amilasas en
depdsitos salinos de Espafia por Moreno et al., (2013) y en investigaciones realizadas en Per( por
Canales et al., (2014).

Se obtuvo que el 30% presenta actividad proteolitica sobre la caseina, rompiendp los enlaces
peptidicos de las proteinas generando aminoacidos y péptidos, en el medio transcurridas las 96

horas a 30°C se observo la formacion de un halo de aclaramiento que rodea a la colonias (Haki y
Rakshit, 2003).

El 3% podria pertenecer a los géneros Halomonas, Marinobacter, Salinivibrio, Salinibacter,
debido a las caracteristicas bioquimicas que poseen y en investigaciones realizadas; el 10%
corresponde al género Pseudomonas, que segun investigaciones realizadas por Sanchez et al.,
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(2004) en Pert demuestra que es el género presento mayor actividad proteolitica respecto a otros

géneros.

El 9% perteneciente al género Staphylococcus se reportan investigaciones acerca de la hidrélisis
de caseina realizada por Arvidson (1973). Mientras tanto un 9% de cepas bacterias aisladas
presentan hidrolisis de caseina pero no se logra determinar al género que corresponde porque sus
caracteristicas bioquimicas y enziméaticas no son consistentes con los posibles géneros

encontrados.

Finalmente, el 51% presenta actividad lipolitica positiva, donde las lipasas hidrolizan los
triacilgliceroles, monoacilgliceroles, acidos grasos y glicerol; transcurridas las 96 horas a 30°C

se observé la formacion de un halo de aclaramiento que rodea a las colonias; con cuerda con
(Thomson et al., 1999).

Se presume que el 6% de Halomonas, y 3% de Chromohalobacter producen lipasas, por las
caracteristicas bioquimicas descritas por (Arahal y Ventosa, 2006) donde la presencia de lipasas
es variable dependiendo de las especies, presentes en ambientes hipersalinos. EI 6% que
pertenecen al género Marinobacter, que hidrolizan lipasas segin descripciones realizadas
Bowman el al., (2015). EI 12% pertencientes al género Salinibacter, 6% de Salinivibrio y 3% de
Salinicoccus, poseen la capacidad de hidrolizar lipidos, esto es consistente con lo expuesto por
Rungaroon et al., (2016) y Ventosa, (2004).

El 3% pertenece al género Paracoccus, que presenta actividad lipolitica esto concuerda con
estudios realizados por Pan et al., (2014) en sedimentos del océano Pacifico, en el cual las
bacterias que pertenecen a este género hidrolizan tweens 20, 40, 60 y 80. El 9% perteneciente al
género Pseudomonas hidrolizan lipidos, ya que presentan caracteristicas bioguimicas que
favorecen, ademas de ser uno de los microorganismos mas estudiado a nivel mundial, se ha

dividido de acuerdo a la secuencia de sus aminoacidos (Navarro, 2012).

Finalmente el 3% pertenece al género Staphylococcus, las caracteristicas bioquimicas que
presentan estos microorganismos favorecen a que estos puedan hidrolizar lipidos en los sustratos,

ya que poseen dos clases de lipasas: trigliceridasas y fosfolipasas (Chans, 2002)
Se observa que existe un predominio de la actividad enzimatica proteolitica y lipolitica con

respecto a actividad amilolitica, estos resultado son consistentes con una investigacion realizada

en Rumania por Cojoc et al. (2009)
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De las 33 cepas bacterianas aisladas el 45.5% corresponde a bacterias haldfilas débiles resistentes
a concentraciones de NaCl de 1, 3%, mientras que el 54.5% a halofilas moderadas

concentraciones de NaCl de 3, 15%
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CONCLUSIONES

El agua proveniente de la mia de Salinas presentd caracteristicas fisico-quimicas como un valor
promedio en pH de 8.1, temperatura de 11°C., conductividad mayor a 70 000uS/cm; de acuerdo
a esto se determind que la mina es un ambiente Hipersalino - Talasohalino con predominio de
iones de sodio Na* 157.02 mg/L y cloro CI- 31385 mg/L, propicio para el desarrollo de bacterias

halofilas.

La presencia de iones magnesio Mg?*, potasio K*, sodio Na* y cloruros CI- influyen en procesos
de osmoadaptacion estrategia In-salt, lo que les permite a las bacterias soportar altas
concentraciones de sal; en el P.3-C se evidencia que a mayor concentracion de estos iones mayor

numero de UFC/mL respecto a los demas puntos.

Se aisl6 un total de 125 cepas bacterianas de las cuales el 89% correspondieron a bacilos Gram

negativos, 5% cocos Gram negativos, 1% bacilos Gram positivos y 5 % cocos Gram positivos.

Se seleccionaron 33 cepas para su identificacion, de las cuales el 45.5% corresponden a bacterias
haldfilas débiles (NaCl. 1%- 3%) y el 54.5% restante a bacterias haléfilas moderadas (NaCl: 3%-
15%)

El 75% de las 33 cepas seleccionadas corresponden a bacilos Gram negativos. Los posibles
géneros encontrados de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas, pruebas bioguimicas vy
enzimaticas son: Halomonas, Chromohalobacter, Marinobacter, Salinivibrio; Pseudomonas y
Salinibacter; el 12% cocos son Gram positivos correspondientes a posibles géneros como:

Salinococcus, Staphylococcus y 12% cocos Gram negativos con un posible género: Paracoccus

De las 33 cepas bacterianas aisladas el 18% presenta actividad aminolitica, siendo el género
Halomonas con un 14.4% el mas representativo; el 30% demostré actividad proteolitica sobre
caseina, siendo el posible género con mayor actividad Pseudomonas con un 10% seguido de
Staphylococcus con un 9%. Finalmente, el 51% actividad lipolitica, con un predominio del género
Salinibacter (12%) y Pseudomonas (9%)
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RECOMENDACIONES

Continuar con estudios enfocados en la recoleccion y aislamiento de microorganismos

extremofilos, con el objetivo de estandarizar técnicas de aislamientos
Verificar la presencia de los géneros mencionados aplicando técnicas moleculares

Estudiar la actividad enzimética de las bacterias hal6filas encontradas para buscar una potencial

aplicacidn biotecnoldgica.
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ANEXOS

Anexo A. Archivo fotografico

Fotografia 1A: Mina de sal Salinas-Guaranda

Fotografia 2A: Medicion de temperatura y pH puntos de muestreo.



Fotografia 5A: Conteo de UFC/mL



Fotografia 6A: Aislamiento de bacterias

Fotografia 7A: Tincion Gram Cocos Gram positivos, negativos y Bacilos negativos




Fotografia 8A: Pruebas oxidasa y catalasa

Fotografia 10A: Lectura pruebas bioquimicas P.3 (1) (2) 10% SIM, citrato, TSIy urea.
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Fotografia 11A: Lectura pruebas bioguimicas P.2 (1) (3) 15% SIM, citrato, TSI y urea.

Fotografia 12A: Prueba enzimatica proteasa medio TSA+leche descremada



Fotografia 13A: Pruebas enzimatica lipasa medio TSA+ aceite de oliva

Fotografia 14A: Posibles género Halomonas

Fotografia 15A: Posibles género Salinibacter



Fotografia 17A: Posibles género Marinobacter

Fotografia 18A: Posibles género Chromolobacter



Fotografia 19A: Posibles género Pseudomonas

Fotografia 20A: Género Staphilococcus



ANEXO B ANALISIS AGUA ZONAS DE MUESTREO

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES "g/

N° SE: 086-17

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Silvia Jacome INFORME N° 083-17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 083-17

DIRECCION:  Los Alamos
FECHA DE RECEPCION: 22 - 06 17

TELEFONO: 0988346166 FECHA DE INFORME: 29 -06-17
NUMERO DE MUESTRAS: 3, Agua natural, Salinas, Guaranda TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:

MA - 216-17 P1 Agua

MA - 217-17 P2 Agua

MA - 218-17 P3 Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS
MA - 216-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) P iny
pH - PE-LSA-01 743 +/- 0,08 22-06-17
Conductividad pS/icm PE-LSA-02 85500 +-8 % 22-06-17 |
Nl STANDARD METHODS 22-06-17
Nitratos mg/l 4500 NO - E mod. 354 NA
i STANDARD METHODS 22-06-17
Nitritos mg/| 4500-NO,- B 0,052 NA
* Sulfatos mg/l STANDARD METHODS 340 N/A 22-06-17
4500 SO4-E
* Sélidos Disueltos STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Totales mg/l 2540-C 43270
» : STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Calcio mg/l 3500 Ca 31118 146,12
% STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Cloruros mg/l 3500 - CI E mod 21837
i STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Fésforo Total mg/l 4500 - P - E mod 2,40
. STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Hierro mg/l 3500 Fe - 31118 0,85
* : STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Magnesio mg/l 3500 Mg - 31118 53,72
" ; STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Potasio mg/l 3500 Na - B 38,46
* i STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Sodio mg/l 3500 K - B 148,63
* Materia organica mg/l METODO INTERNO 5,19 N/A 22 -06-17
: -l f =
-Los resultados de este informe corresponden inicamente a la(s) muestra(s) analizadas) 1/
-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio.
FMC2101-01
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L.S.A. Campus Master Edison Riera Km 1 2 via a Guano Bloque Administrativo.



LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES \Ef

N° SE: 086-17
MA - 21717
PARAMETROS UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Ulk=2) FAENCAHLII\S?SE
pH - PE-LSA-01 8,70 +/- 0,08 22-06-17
Conductividad uS/cm PE-LSA-02 30800 +/-8 % 22-06-17
« N STANDARD METHODS 22-06-17
Nitratos mg/l 4500 NOs - E mod. 55 N/A
s STANDARD METHODS 22-06-17
Nitritos mg/l 4500-NO,- B 0,018 N/A
* Sulfatos mg/l STANDARD METHODS 130 N/A 22-06-17
4500 SO4-E
* Sélidos Disueltos STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Totales mg/ 2540-C 18440
N ; STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Calcio mg/l 3500 Ca 31118 74,61
§ STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Cloruros mg/l 3500 - CI E mod 11344
s STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Fosforo Total mg/l 4500 - P - E mod 1,00
. Hi STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Hierro mg/l 3500 Fe - 3111B 0,05
N 1 STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Magnesio mg/I 3500 Mg - 31118 48,31
N i STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Potasio mg/l 3500 Na - B 32,80
* Sodio mg/ STAN%;;&;([))KM-EJHODS 133,38 N/A 22-06-17
* Materia orgénica mg/l METODO INTERNO 4,50 N/A 22-06-17
MA - 218-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | REsuLTADO | U(K=2) i
pH - PE-LSA-01 8,21 +/- 0,08 22-06-17
Conductividad uS/cm PE-LSA-02 115600 +-8% 22-06-17
* Ni STANDARD METHODS 22-06-17
Nitratos mg/l 4500 NOs - E mod. 16,6 N/A
gy STANDARD METHODS 22-06-17
Nitritos ma/l 4500-NO,- B 0,018 N/A
* Sulfatos mg/l STANDARD METHODS 180 N/A 22-06-17
4500 SO4-E
* Sélidos Disueltos STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Totales gl 2540-C BI8R0
. i STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Calcio mg/l 3500 Ca 31118 128,09
- STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Cloruros mg/l 3500 - CI E mod 60974
. STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Fésforo Total mg/l 4500 - P - E mod 2,10
TR STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Hierro mg/l 3500 Fe - 31118 0,10
. 2 STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Magnesio mg/l 3500 Mg - 31118 66,32
A : STANDARD METHODS N/A 22-06-17
Potasio mg/l 3500 Na- B 47,56

-Los resultados de este informe corresponden tinicamente a la(s) muestra(s) analizada(s).

-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio. };?
FMC2101-01
Pagina2 de3

L.S.A. Campus Master Edison Riera Km 1 2 via a Guano Bloque Administrativo.
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N° SE: 086-17
* Sodio mg/l STAN%/;F;E)Q{E;HODS 189,05 N/A 22-06-17
* Materia organica mg/l METODO INTERNO 6,72 N/A 22-06-17

METODOS UTILIZADOS: Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas Potables y Residuales APHA, AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 21°
EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION

RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

{ V7

/
Dr/Jua%CarI s Lara R.
_/ TECNICO'L.S.A.

-Los resultados de este informe corresponden tnicamente a la(s) muestra(s) analizada(s).
-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio.

FMC2101-01
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Anexo C: Mapa Mina de Salinas
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Anexo D: Caracteristicas macroscopicas, pruebas bioquimicas

Tabla 1D: Primer muestreo In- situ

PRIMER
MUESTREO IN- DESCRPCION MACROSCOPICA CARACTERIZACION BIOQUIMICA
SITU
SIM
= <
: W s B3
Q - O = <
< 3 < w o Q ) =z s e S| 2|
< o o s o) o) Q i w 7] <| 3 < | 5
Z | E E s @ 2 b3 o [ z z a x| B 2 2
Q| =z S o o) o) > mi @ < o o 2 | E|K F S| =
N W z 2 @ 3} w a 2 @ 5 51 5 151° =| 8| &
p v ? o} ',:J Z © 3| =| *
O |
1% P.1-2 Circular | Ondulado Crema Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
P.1-1 Circular | Ondulado | Amarilla-N | Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (+) (-) K/k (-) (-) (-)
3%
P.1-2 Am Circular Entero Amarilla Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (+) (-) K/k (-) (-) (-)
1 P.1-1 Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) | ) K/k +) | ) (=)
10%
P.1-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
P.1-1 Irregular | ondulado | Crema-B | Convexa | Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) k/k (-) (-) (-)
15%
P.1-2 Irregular | ondulado | Crema-B | Convexa | Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) K/k +) | ) (-)
P.2-1N Circular entero Naranja elevada Rugosa Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (+) (-) K/K+H2S | (-) (-) (-)
1%
P.2-1A Circular Entero Amarilla Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (-) (-) A/A (+) (-) (-)
P.2-1A Circular Entero Cema-N Elevada Rugosa Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (-) (-) (+) K/K (-) (-) (-)
P.2-1Cr Circular Entero Crema Convexa | LisaBrillante | Viscosa | Translucidas | Bacilos (-) | (-) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
3%
2 P.2-2 Cr Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (+) (+) K/K (+) (-) (-)
P.2-2N Circular Entero Naranja Elevada Rugosa Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
P.2-1 Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) k/K (-) (-) (-)
10%
P.2-1.1 Circular Entero Crema-B | Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) (-) (-) (-) k/K (-) (-) (-)
15% P.2-1 Puntiforme | Entero Crema-B | Convexa Rugosa Viscosa | Translucidas | Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) k/K (-) (-) (-)




P.2-2 Circular Entero Crema-B | Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) (-) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
1% P.3-3 Circular Entero Crema Convexo | Lisa Brillante | Viscosa | Translucidas | Bacilos (-) | (-) (+) +) | () | A/JA+gas | (-) (-) (-)
P.3-1 Circular Entero Crema Convexo | Lisa Brillante Viscosa | Translucidas | Bacilos (-) | (-) (+) (-) (-) A/A (+) (-) (-)
3 3%
P.3-3Cr Circular Entero Crema Convexo | Lisa Brillante | Viscosa | Translucidas | Bacilos (-) | (+) (+) (-) (-) A/A (-) (-) (-)
10% P.3-2 Irregular | Ondulado Crema Elevada Rugosa Viscosa Opaca Bacilos (-) | (-) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
Tabla 2D: Primer muestreo Ex- situ
PRIMER .
MUESTREO EX- DESCRPCION MACROSCOPICA CARACTERIZACION BIOQUIMICA
SITU
SIM
Z <
5 e s B s
= (@) = <
g Q < w x o 9) z s o g % o
< o o s ) o) Q i w 7 © < 3 < N > e
5| E g ¥ i 3 < o B z z S| 2 |z |le | 2] 8=
N | @ 2 Q 2 3 o ! ) = e | = | E | 3 = | 8|Q
@) o _J =) zZ = O (e} < O 3 £ I
O O S ~
() -
1% pP.1-2 Circular | Ondulado Crema Convexa | Lisa Brillante | Viscosa | Translucida Bacilos (-) (+) (+) (+) (-) K/K (+) (-) (-)
3% P.1-3 Circular | Ondulado Crema Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) A/A (+) (-) (-)
1
10% P.1-3 Circular Entero Naranja Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
15% P.1-3 Circular Entero Meldn Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
1% P.2-3 Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/A (+) (-) (-)
3% P.2-1 Circular | Ondulado crema plana seca cremosa | Translucida Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
2
10% P.2-3 Circular Entero Crema B Convexa | Lisa Brillante | cremosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
15% P.2-2 Circular Entero Crema-N Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
1% P.3-3 Circular | Ondulado Crema Convexa opaca Viscosa Opaca Filamentos (-) | (+) (-) (-) (-) K/K (-) (-) (-)
3% P.3-3 Circular Entero Naranja Convexa | Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
3
10% P.3-1 Circular | Ondulado Crema Convexa | lisa brillante | viscosa Opaca Bacilos (-) (+) (+) (-) (-) K/K (+) (-) (-)
15% P.3-3 Circular Entero Naranja Convexa | lisa brillante | viscosa Opaca Bacilos (-) (-) (+) (-) (-) K/K (-) (-) (-)




Tabla 3D: Segundo muestreo In- situ

SEGUNDO 2/|I_lrJESTREO IN- DESCRPCION MACROSCOPICA CARACTERIZACION BIOQUIMICA
SIM
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P.1-2-2 Irre Irregular | Ondulado Crema Plana Rugosa Seca Translucida | Bacilos(-) | (-) | (+) ) ) | KK ) [ONHO)
1% P.1-3-2 Cr Cla Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (-) | () ) () | KKK (+) ()| G
P.1-3-2 Cre Osc | Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante Viscosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ()| G
3% P.1-2-2 N Circular Entero | Crema-Bla| Convexa | Lisabrillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | () ) () | AA (+) [ONHO)
1
p.1-2-2 Cr Circular Entero Crema Convexa | Lisabrillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ()| G
10%
P.1-3-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisabrillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | () ) ) | KIK ) [ONHO)
p.1-1-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisabrillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ()| G
15%
P.1-2-2 Circular Entero crema Convexa | Lisabrillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | KK (+) [ONHO)
P.2-1-2 Pr Circular Entero Crema plana Lisa brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) (+) () | A/A ) [ONHO)
1%
p.2-1-2B1 Circular Entero Amarilla | Convexa | Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ()| G
P.2-3-3 N Circular Entero Crema-N | Convexa | Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (-) | (+) ) () | A/A (+) [ONHO)
3%
pP.2-3-2B Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante Viscosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK (+) ()| G
2 P.2-1-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | KK ) [ONHO)
10% p.2-2-2 Circular Entero Amarilla | Convexa | Lisa brillante viscosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ()| G
p.2-3-2 Circular | ondulado Crema Convexa | Lisa brillante Viscosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) (+) ) | AA (+) ()| G
P.2-3-2 Circular | ondulado Crema Convexa | Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (-) | (+) ) ) | KIK ) [ONHO)
15%
p.2-1-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante cremosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | KK (+) [ONHO)
1% P.3-2-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisa brillante viscosa Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | AA @) CHNC!
3
3% p.3-1-2 Circular Entero Crema-Tr | Convexa | Lisabrillante | Cremosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | KK ) [ONHO)




p.3-2-2 Circular Entero Blanca Convexa | Lisa brillante | Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) O] (-) | KKK +) ONEO!
P.3-3-2 Al Circular Entero amarilla | Convexa | Lisa brillante Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (-) | () ©) () | KKK +) OO
p.3-1-2 Circular Entero | Crema-Tr | Convexa lisa brillante viscosa | Translucida | Bacilos(-) | () | () ©) -) | AA +) ONNOC!
10%
p.3-2-2 Circular Entero | Crema-Tr | Convexa | Lisabrillante | Viscosa | Translucida | Bacilos (-) | (+) | (+) O] () | KK O] G106
15% p.3-2-2 Circular Entero Crema Convexa | Lisabrillante | Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | (-) ©) () | KKK ©) OO
Tabla 4D: Segundo muestreo Ex- situ
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1% P.1-1-2 Circular Entero Naranja Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | () | (H | (O | O | KK | ()| (|G
0
p.1-2-2 Cr2 Circular Entero Amarilla | Umbilicada | Lisabrillante | Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (-) | () | ) | O | KKK | () | O | ()
> P.1-2-2 Nb Circular Entero Mel6n Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | () | (H | O | O | KK | ()| (]G
0
1 P.1-2-2 Ni Circular Entero Naranja-| Convexa Lisa brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () | (®) | O | O | KK | ()| (| ()
10% pP.1-3-2 Cr Circular Entero Blanca Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) [ () | (H | (O | O | KK | ()| (|G
p.1-1-2 Circular Entero Crema Convexa erizada Cremosa | Translucida | Bacilos(-) [ (+) | () | (D) | O | AA | (B | () | ()
15%
p.1-2-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | (+) | () | () | KKK | (D) | (O | ()
1% p.2-1-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Viscosa | Translucida | Bacilos(-) [ () | () | () | () | KKK | (D) | () | ()
0
) P.2-3-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa brillante Viscosa | Translucida | Bacilos(-) [ (+) [ () | () | O | KK | ) | () | ()
3% p.2-2-2 Cr Circular Entero Blanco Convexa Lisa brillante | Cremosa Opaca Bacilos(-) | () | (H | O | (O | KK | ® | (]G
10% p.2-2-2 Circular Entero Amarilla Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) [ () [ (H | O | O | AA | ()| O] G




p.2-3-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) [ () | (D) | B | O | KK | O |G |6
. P.2-1-2B Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos(-) [ (H) | () | O | O | KK | ®H | (|G
1% p.2-2-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (*) | ) | O | O | KK | ® ]| (| O
1% P.3-3-2R Circular Entero Rosado | Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | () | (D | O | O | KK |G |G |G
. p.3-2-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | (V) | () | () KIK | ()| (|G
3 i p.3-3-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) [ () | (D) | O | O | KK | O |G |G
10% p.3-1-2 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (®) | () | () | ) KIK | #) ] (|G
15% p.3-2-2 Cr Circular Entero Blanca Convexa Lisa Brillante Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | () | () | O) | KKK | () | () | ()
Tabla 5C: Tercer muestreo In- situ
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. P.1-1-3 Ama | Circular Entero Amarillo Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () [ () | (D) | () K/IK GEEOENO)
1 p.1-2-3 Circular Entero Amarillo Convexa Lisa Brillante | Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (-) | () | () | () K/IK ONEOENO)
1 3% p.1-3-3 Circular Entero Amarilla Convexa Lisa Brillante | Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | (*) | () | () AJA GEEOENO)
10% pP.1-3-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | () | () | () K/IK ONEOENO)
15% p.1-3-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | () | () | () K/IK Gl E 6
1% P.2-1-3T Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (-) | (+) | (+) | () | AJA+Gas | (+) | () | ()
p.2-1-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () [ () | () | () K/IK ONEOENO)
2 3% | P.2-2-3 Ama | Circular Entero Amarillo Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) I H]E 6 [AA+Gs | B | ()| G
P.2-3-3M Circular Entero Melén Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () | () | () | () K/IK ONEOENO)
10% p.2-1-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (®) | (H) | () | () K/K OEHONNG!




p.2-2-3 Circular Entero Melén Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () [ () | () | () K/IK Gl E 6
p.2-3-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | () | (*) | () | () K/K OEHONNG!
15% p.2-1-3 Circular Entero Amarillo Convexa Lisa Brillante | Viscosa | Translucida | Bacilos(-) | (-) | (}) | () | () K/IK ONEOENO)
p.2-2-3 Circular Entero | Crema-Tr Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () [ () | () | () K/IK 1 E 6
1% p.3-3-3 Circular Entero | Crema-Tr Convexa Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos(-) | (®) | (H) | (B | () K/K GEROENO!
3% p.3-1-3 Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | (1) [ () | () | () A/A ONEOENO)
p.3-1-3 Circular | Ondulado | Crema Convexa erizada Cremosa | Translucida | Bacilos(-) | (+) | (¥) | () | () K/K OEHONNG!
3 10%
p.3-3-3M Circular Entero Crema Convexa Lisa Brillante | Viscosa Opaca Bacilos(-) | () [ (D) | () | () KIK Gl E 6
p.3-1-3 Circular | Ondulado | Crema Convexa Lisa Brillante | Cremosa Opaca Bacilos(-) | (®) | (®) | () | () K/K GEROEHNO]
15%
p.3-2-3 Circular Entero | Crema-Tr Convexa Lisa Brillante | Cremosa | Translucida | Bacilos (-) ORNGENONNEO] k/k OEHONNG!
Tabla 6D: Tercer muestreo Ex- situ
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1% P.1-3-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Translucida Bacilos (-) ONNO)] ) ) | KK ) ) )
3% P.1-2-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ) )
P.1-1-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ) )
1 10%
P.1-2-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Translucida Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ) )
P.1-1-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (+) | (+) ) () | AA ) ) )
15%
P.1-3-3 | Circular Entero Amarillo | Convexa | Lisa Brillante Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK +) ) -)
2 1% P.2-3-3 | Circular | Ondulado | Blanca | Pulvinada Rugosa Cremosa Translucida Bacilos(-) | (+) | (+) ) ) K/k ) ) )




. P.2-2-3 | Circular | Ondulado | Amarillo | Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK ) ) )
% p.2-3-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Cremosa Opaca Bacilos(-) | (+) | (+) ) ) | KK ) ) )
10% | P.2-2-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Translucida Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK +) ) )
15% | P.2-1-3 | Circular Entero Crgrr:\a- Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) “) () | KKK ) ) )
1% P.3-3-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos(-) | (+) | (+) ) ) | KK ) ) )

. p.3-1-3 | Circular Entero | Amarillo | Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) “) () | KK ) ) )
% P.3-2-3 | Circular Entero Crema | Pulvinada Rugosa Cremosa Opaca Bacilos (+) | (+) | (+) ) ) | KK ) ) )

3 10% | P.3-2-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Cremosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK +) ) )
. p.3-2-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Cremosa Translucida Bacilos (-) | (+) | (+) ) () | KKK +) ) )
1% P.3-3-3 | Circular Entero Crema Convexa | Lisa Brillante Viscosa Opaca Bacilos (-) | (+) | (+) ) ) | KIK (+) ) )
Tabla 7C: Total Cocos Gram negativos
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. P.2-2-3 Circular | Entero Naranja Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (-) ) (+) (+)
1 p.3-1-3 Circular | Entero | Translucida | Convexa Lisa Brillante Viscosa Translucida Cocos (-) ) ) )
. P.2-1-2 Am Circular | Entero Crema Convexa Lisa Brillante Cremosa | Translucida Cocos (-) (+) (+) )
% p.2-3-2 Cr Circular | Entero Crema Convexa Lisa brillante Viscosa Opaca Cocos (-) (+) (+) )
. P.3-2 Circular | Entero Crema Elevada Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (-) ) (+) )
1% p.3-3.1 Circular | Entero Crema Elevada Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (-) ) (+) (+)

Tabla 8D: Total Cocos Gram positivos
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P.1-2-2Cr2 | Circular | Entero Blanca Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (+) +) +) )
1% P.2-3-2 NT Circular | Entero Naranja Convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (+) ) (+) (+)
p.3-3-2 Circular | Entero Crema-Tra convexa Lisa Brillante Cremosa | Translucida cocos (+) +) +) )
3% p.3-2-3 Circular | Entero | Crema- Tra convexa Lisa Brillante Viscosa Translucida Cocos (+) (+) (+) )
p.3-3Cr Circular | Entero Crema Elevada Lisa Brillante Viscosa Opaca Cocos (+) ) +) (+)
15% P.3-2- Ama Circular | Entero Crema convexa Lisa Brillante Viscosa Opaca cocos (+) ) (+) (+)
p.3-3-2 Circular | Entero Crema convexa Lisa Brillante Cremosa | Translucida cocos (+) (+) (+) )
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