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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar, purificar e identificar bacterias y levaduras de uso
Agroindustrial a partir de un suelo del bosque primario de la Parroquia Pungala Canton Riobamba
y analizar sus propiedades fisico-quimicas; identificando a los microorganismos mediante
pruebas bioquimicas y los analisis fisico quimicos del suelo mediante ensayos bromatoldgicos; el
tipo de muestreo que se llevd a cabo fue al azar con la ayuda de un barreno, para después realizar
una solucion madre y alli comenzar con las diluciones, luego se realizd la siembra de los
microrganismos en agar MRS, Acetobacter glucosa y Saborau, siendo incubadas por 48 horas a
37, 27 y 30°C, posteriormente se realizd el aislamiento y para conocer la identificacién de cada
microorganismo se realizdé de acuerdo con su morfologia, color, superficie, y tincion Gram,
después se procedio con las pruebas bioguimicas como la catalasa, oxidasa para bacterias lacticas
y acéticas, e hidroxido de potasio solo para BAL; pruebas de caracterizaciébn como la
fermentacion de carbohidratos y caldo YPD en levaduras; obteniendo 5 especies de bacterias
acido lacticas, 2 especies de bacterias acéticas y levaduras, siendo todas las bacterias lacticas
positivo para tincion y negativo para oxidasa, catalasa y KOH; en cuanto a BA todas negativo
para tincion y oxidasa, pero positivo para catalasa, en cuanto a la fermentacion de sustratos ayudd
a la posible identificacién de cada especie y para los analisis fisico quimicos se realizo6 siguiendo
las normas establecidas para cada mineral; se concluyé que el suelo del presente estudio es rico
en minerales y que las especies aisladas pueden pertenecer al género Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, Acetobacter y Saccharomyces, se recomienda emplear otras pruebas
bioguimicas como las AP150 CHL, o en un PCR en tiempo real para una mejor identificacion de

cada uno de los microorganismos aislados.

Palabras claves: <MICROBIOLOGIA>, <BACTERIAS ACIDO LACTICAS >,
<BACTERIAS ACETICAS>, <LEVADURAS >, <BOSQUE PRIMARIO>, <MINERALES>.
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Xiii



ABSTRACT

The objective of this study was to isolate, purify and identify bacteria and yeasts for agroindustrial
use from a primary forest soil of the Pungala Town in the Riobamba City and to analyze their
physical-chemical properties by identifying the microorganisms through biochemical tests and
the physical-chemical analysis of the soil through bromatological tests. The type of sampling that
was carried out was at random with the help of an auger, to then make a stock solution and then
start with the dilutions. Finally, the sowing of the microorganisms in MRS agar, Acetobacter
glucose and Saborau was performed. It was incubated for 48 hours at 37, 27 and 30°C. Afterwards,
the isolation was carried out and the identification of each microorganism was made according to
its morphology, color, surface and Gram staining. The biochemical tests such as catalase, oxidase
for lactic and acetic acid bacteria, and potassium hydroxide only for LAB were performed,;
characterization tests such as carbohydrate fermentation and YPD broth in yeasts. It was obtained
5 species of lactic acid bacteria, 2 species of acetic acid bacteria and yeasts. All lactic acid bacteria
were positive for staining and negative for oxidase, catalase and KOH. As for LAB all negative
for staining and oxidase, but positive for catalase, as for the fermentation of substrates helped to
the possible identification of each species and for the physical-chemical analysis was performed
following the standards established for each mineral. It was concluded that the soil of the present
study is rich in minerals and that the isolated species may belong to the genus Lactobacillus,
Lactococcus, Bifidobacterium, Acetobacter and Saccharomyces. It is recommended to use other
biochemical tests such as API 50 CHL, or in a real time PCR for a better identification of each of

the isolated microorganisms.

Keywords: <MYCHROBIOLOGY>, <ACID-LACTIC BACTERIA>, <ACETIC BACTERIA>,
<LEVADURES>, <PRIMARY FOREST>, <MINERALS>.

1690-DBRA-UTP-2022

MsC. Gloria Isabel Escudero Orozco
0602698904
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INTRODUCCION

Los bosques y suelos Primarios son nativos o naturales que se caracterizan por no haber sido
convertidos o alterados nunca por ninguna industria. Por tal razén que la intervencién humana ha
sido nula, lo cual los Bosques Primarios son los Unicos lugares que ain se mantienen en estado
virgen, es decir, que ningun otro tipo de bosque y suelos se aproxima a la riqueza biol6gica o a la

jerarquia ecoldgica de los Bosques Primarios (Aguirre, et al., 2007, p.13).

Segun, (Pereira, 2015, p.2) en su estudio con el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria menciona que el suelo posee cuatro componentes que son materia mineral, materia
organica, agua y aire, lo cual la materia mineral esta formada por particulas que se agrupa segun
su tamafio en tres fracciones, el suelo arenoso esta de 2 a 0,05 mm, el limo de 0,05a2 mmy la
arcilla menor a 0,2 mm. La materia organica es muy importante para la fertilidad del suelo lo que
le da su color oscuro caracteristico y los solidos del suelo se ubican en poros ocupados por aire y

agua de manera variable.

Las bacterias y los hongos son los dos grupos mas numerosos en el suelo, pero la cantidad de
microorganismos depende de la sensibilidad de grupos bacterianos muy variable al cambio de
condiciones ambientales, lo cual pueden dejar de producir metabolitos y enzimas muy importante
en el campo cientifico (Belsky et al., 2009, p.34). Debido a la enorme diversidad de la microbiota del
suelo se ha estimado que en un suelo organico puede haber un total de 2,6x102%° células

microbianas y entre ellas, 1012 bacterias, 104 protozoos y 25 km de hifas de hongos (Voroney, 2007,
p.23).

(Garcia et al., 2013, p.67), en un estudio realizado sobre microorganismos eficientes del suelo,
menciona la existencia de varios géneros de bacilos Gram positivos y Lactobacillus, asi como
bacilos esporulados en muestras de microorganismos eficientes tomadas del suelo.

Segun (Fenchel y Kiihl, 2000, p.35), afirma que los beneficios de los microorganismos benéficos de
las bacterias del suelo son extensos que van desde la fijacion de nitrégeno y la descomposicion
de la materia organica hasta la hidrolisis y produccion subproductos metabdlicos, y a nivel
Agroindustrial para la realizacion de alimentos funcionales con componentes nutricionales para

el beneficio del ser humano.

Una investigacion realizada en la Provincia de Chimborazo en el cantén Cumandéa y Guano en
bosques de montafia y subtrdpico, al aislar microorganismos se encontraron bacterias gran +,
Lactobacillus y bacilos esporulados, bacilos gran — como los bacilos cocos, y levaduras en

germinacion (Moreno y Velarde, 2016, p.76).



En vista de que no existen investigaciones de microorganismos benéficos en suelos virgenes o
primarios se plantea que en estos lugares puede existir la presencia de bacterias benéficas de uso
Agroindustrial, porque ningln ser humano ha pisado estos lugares y por lo tanto no se intervienen
industrialmente.

Por esta razon el presente estudio tiene como objetivo Aislar Microorganismos de uso
Agroindustrial del suelo de un bosque primario de la Parroquia Pungala Cantén Riobamba y como
objetivos especificos

Aislar y Purificar bacterias y levaduras de uso Agroindustrial a partir del suelo de un bosque
primario de la Parroquia Pungala.

Identificar bacterias y levaduras de uso Agroindustrial obtenida del suelo del bosque primario.

Analizar las propiedades fisico-quimicas del suelo a partir del bosque primario en estudio.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Caracterizacion del medio bidtico

1.1.1. Generalidades.

(PNUMA, 2020, p.3), define que los bosques proporcionan agua, mitigan el cambio climatico y
proporcionan habitat a muchos polinizadores, que son esenciales para la produccion alimentaria
sostenible. Se estima que el 75% de los principales cultivos alimentarios del mundo, que
representan el 35% de la produccién mundial de alimentos, se vale de la polinizacion zoéfila para

la produccion de frutas, hortalizas o semillas.

1.1.2. Los bosques primarios

Son ecosistemas que cubren un diez por ciento de la superficie terrestre, siendo ellos los Gnicos
que se conservan en estado virgen y son lo suficientemente grandes como para garantizar la
supervivencia de una gran diversidad de microorganismos (Quinto, 2016, p.65)

(Valero y Salas, 1997, p.12), en un estudio realizado en seleccidn de practicas Silviculturales para
bosques tropicales menciona que lo bosques primarios son compuestos sesionales, donde la
interaccion entre sus elementos constituye la mejor adaptacién al medio en el que se desarrollan,
el comportamiento de los organismos en la naturaleza corresponde a la interaccion de las
caracteristicas genéticas, definidas a través de la evolucidon y de los factores ambientales.

Los bosques primarios o virgenes, se consideran lugares propicios para los procesos ecoldgicos
gue no han sido alterados de forma significativa. Como tales, los bosques primarios son

equiparados con altos niveles de diversidad bioldgica como plantas, animales y microorganismos
(State of the tropic, 2010, p.34).

Segln una investigacion de un bosque primario de Yurimaguas en Per( posee una riqueza
taxondmica de 25 unidades y una densidad de 446 individuos/m2, con una biomasa de 57.9 g de

peso fresco/m2 (Quinto, 2016, p.56).



1.2. Muestreo

Segun (Rodriguez, 2015, p.67), afirma que una muestra puede definirse como una parte que indica la
calidad de un todo, siendo el objetivo del muestreo seleccionar una parte que puede ser una
porcidn, un numero de recipientes o unidades de producto que sea representativo de un todo: lote,
deposito, etc.

1.3. Horizontes de un suelo

A cada capa donde se organiza el material del suelo, se denomina horizonte, y su superposicion
constituye el perfil de los suelos (Garcia, 2009, p.12).

Segun lo mencionado por (Mengual, 2013, p.10), el horizonte A es el mas superficial porque se
encuentra en la superficie de la tierra, y el mas profundo es el horizonte C ya que se encuentra a
mas de 30 cm de profundidad de la tierra.

En el horizonte A, existe mayor cantidad de materia organica, es de color gris oscuro, es de
estructura migajosa y granular, (Garcia, 2009, p.13), se encuentra de 0 a 20 cm de profundidad y es
el horizonte donde se encuentra raices insectos y microbios. Se considera que en un gramo de
suelo del horizonte A hay 2500 millones de baterias, mas medio millén de hongos, y méas de
30000 protozoos (Henry y Heinke, 1999, p.23).

Con respecto a la capa u horizonte B segin menciona, (Moncayo, 2000, p.14), la profundidad del
suelo va desde 20 a 40 c¢cm, lo cual los microorganismos existentes son 19750 de bacterias
aerobicas, 700000 bacterias anaerébicas y 7250 de Actinomycetes, entre otros, lo que también el
microbiota benéfico se encuentra en la Capa B ya que para extraer los microorganismos se toma

la muestra desde 20 cm de profundidad en delante.

1.4.  Caracteristicas del suelo

(Borges etal., 2012, p. 3), sefiala que las caracteristicas fisicas del suelo son la estructura, la densidad,
la temperatura y el color en cambio las caracteristicas quimicas del suelo son el pH, la acidez, la
materia organica, cenizas, carbono, nitrégeno fertilidad entre otros

1.4.1. Propiedades fisicas del suelo

De acuerdo a lo manifestado por (Calderoli, 2016, p.35), la textura y estructura del suelo estan

determinados por el porcentaje de los minerales como: arena, limo y arcilla y sin olvidar el

contenido de materia orgénica, estos se organizan a nivel micro y macro en agregados. Los



microorganismos se distribuyen heterogéneamente dentro de micro agregados y en las macros

porosidades fuera de los micro agregados.

1.4.2. Propiedades quimicas del suelo

Segun (Jaurixje et al., 2013, p.19), sefialan que las propiedades fisico quimicas de los suelos se ven
mejoradas con el contenido de materia organica y el pH, lo cual la biomasa microbiana es mejor
ya que son mas estables, y esto se traduce en una mayor actividad biol6gica de los
microorganismos.

(Amaguaya, 2015, p.76), en su investigacion sobre las propiedades fisico quimica en un suelo de
bosque nativo en el canton Alausi, reporta el 52,72% de humedad, siendo de gran importancia el
agua para el crecimiento de los microorganismos, un valor de pH de 5.71, y con el 22.20% de

materia organica.

Tabla 1-1: Porcentaje de Materia Orgénica en el suelo

% MATERIA ORGANICA DENOMINACION
0-1 Muy bajo
11-29 Bajo
3-59 Medio
>6 Alto

Fuente: (Bertsioa y Departamento de Desarrollo Econémico, 2017, p.12).

En el trabajo experimental realizado por (Patifio, 2018, p.67) en bosques nativos de Llucud y
Palictahua en la Provincia de Chimborazo mostraron las siguientes propiedades fisico- quimicas:
En el bosque Llucud presentaron como materia organica un rango muy alto (19.20 %), con un pH
de 5.2, en minerales en contenido medio con 21.386 ppm de nitrégeno y en contenido alto de
473.9 ppm de potasio, en cambio, en el bosque Palictahua el contenido de la materia orgéanica fue
bajo de (0.43%), con un pH neutro de (6.87%), en minerales con un rango bajo de 10.038 ppm de
nitrégeno y 150.8 ppm de potasio.

Tabla 2-1: Caracteristicas fisico quimica del suelo de los bosques Llucud y Palictahua

Ubicacion Materia pH Nitrégeno Potasio
Organica ppm ppm

Llucud 19.20% 5.52 21.386 473.9

Palictahua 0.43% 6.87 10.038 150.8

Fuente:(Patifio, 2018, p.67).



Otro estudio verificado por (Quinto, 2016, p.71), menciona que el porcentaje de materia organica en
el bosque primario de Peru es de 3.69%, haciendo que sea un suelo bien estructurado y con buena
reserva de nutrientes. del mismo modo el porcentaje de nitrogeno tiene correlacion con la materia
orgénica, por lo que presenta un nivel medio (0.17 %).

Segun lo realizado por (Herrera, 2015, p.59), indica que la cantidad de magnesio experimentado un
bosque primario en el Recinto de JAUNECHE” es de 143 ppm y la cantidad de potasio fue de
4.5 ppm.

Para la cantidad de nitratos NO3 en el suelo del bosque de encino en México presentd una
concentracion de 5,77 mg/Kg, y otro estudio realizado también en México en un bosque de

Oyamel presento una concentracion de nitratos de 0,79 mg/kg (Guzman, 2015, p.48).

Tabla 3-1: Clasificacion de los suelos segln su grado de acidez

Fuertemente &cido pH. <5,0
Moderadamente acido pH.51-65
Neutro pH. pH.6,6-73
Medianamente alcalino pH.7,4-85
Fuertemente alcalino pH > 8,6

Fuente, (Milagro, 2019, p.1).

1.5. Microorganismos

1.5.1. Generalidades

(Raffino, 2020, p.4), define a los microorganismos que son aquellos organismos que, por su tamafio
reducido, son imperceptibles a la vista, estos organismos cuentan con una organizacion biol6gica
muy basica y ademas se caracterizan por existir numerosas variedades, de diferentes formas y
tamafios. Los microrganismos pueden estar presentes en diferentes lugares como bosques, suelos,
en el medio ambiente, agua, etc., lo cual desarrollan funciones diferentes en cada lugar en la que

se encuentran (Raffino, 2020, p.5).

1.5.2. Ladiversidad microbiana del suelo

(Atlas y Bartha, 2002, p.34), indica en su estudio sobre microbiologia ambiental que en la superficie

del suelo viven poblaciones de bacterias, hongos, algas y protozoos, y su distribucion depende de

los nutrientes. Las bacterias y los hongos son los dos grupos mas numerosos en el suelo. Estos

microorganismos son esenciales para los procesos de los ciclos biogeoquimicos, tienen la
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capacidad de degradar compuestos contaminantes (principalmente los actinomicetos) y son
responsables de la degradacion de la materia organica presente en el suelo (Lal, 2007, p.43).

Se considera al suelo como uno de los principales reservorios de diversidad microbiana, y
consecuentemente de genes para la degradacion o trasformacion de compuestos organicos sobre
el planeta, representa un ambiente sumamente promisorio para el descubrimiento de capacidades
metabdlicas novedosas y determinantes genéticos que podrian tener aplicacién en la industria

biotecnoldgica (Nannipieri y Eldor, 2006, p.23) citado por (Patifio, 2018, p.23).

(Atlas y Bartha, 2002, p.12), menciona que los microorganismos presentes en el suelo son factores
clave en los ciclos de la mayoria de los nutrientes presentes en la tierra, especialmente en el ciclo
del carbono, nitrégeno, azufre y fosforo. En el caso del ciclo del carbono, son responsables de la
descomposicion de residuos organicos y de la degradacion de compuestos organicos
contaminantes presentes en el suelo, siendo muy frecuente la utilizacion de sustratos (Ros et al.,
2010, p.87).

Otra propiedad de los microorganismos es la solubilizacién de los minerales. Los elementos
contenidos en las materias minerales del suelo (K, Ca, Mn, Mg, etc.) pueden también ser
solubilizados por los microorganismos edéaficos y volverlos asimilables para las plantas; Fijan
nitrégeno. Esto debido a que diversos grupos de bacterias, tanto libres como simbiontes, son
capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico (Patifio, 2018, p.34).

(Patifio, 2018, p.37) en un estudio obtenido en bosques nativos de Llucud y Palictahua, en la Provincia
de Chimborazo, manifiesta que la cantidad de los microorganismos existentes, lograron
identificar poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos lo cual encontraron en mayor
cantidad las bacterias con 4,6875 x 10"7 (UFC/g), seguidos por actinomicetos con 1,0775x 10”6
(UFC/g) y por ultimo los hongos con 6,5 x 1074 (UFC/qg).

(Patifio, 2018, p.37), también menciona en su estudio sobre de la biodiversidad microbiana de los
bosques nativos de Llucud y Palictahua, en la Provincia de Chimborazo, que las bacterias crecen
con rapidez a un pH de 6.0 y 8.0, las levaduras entre 4.5 y 6.0, los hongos filamentosos entre 3.0
y 4.0 y en el caso de los actinomicetos de 5.0 a 7.0. Si el pH se ve alterado los microorganismos

reducen su capacidad de crecimiento (Calvo, Reymundo y Zdfiiga, p.208).

Un estudio realizado por (Quinto, 2016, p.31), en un bosque nativos Pukallacta en Peri menciona que

existe una alta diversidad de bacterias, que difieren de estudios realizados donde los filos comunes

son Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroides, y Proteobacteria; esto ha hecho deducir que la

diversidad viene dada por la selectividad microbiana que depende del hospedero y suelo.

(Enriquez, Viera y Mendoza, 2010, p.81) afirma que existe una gran diversidad de microorganismos

benéficos en el suelo, en los que se incluyen aerébicos como anaer6bicos, entre estos se
7



encuentran bacterias &cido lactico y fotosintético, levaduras, hongos como los actinomicetos y
hongos fermentadores, estos microorganismos existen en gran cantidad en la naturaleza y son

usados para el procesamiento de alimentos para humanos y para animales.

1.5.3. Crecimiento de los microorganismos

(Tortora, Funke y Case, 2017, p.127) mencionan que el crecimiento de los microorganismos es el
aumento en cantidad constituyente y estructural de las células, cuando hay crecimiento en
ausencia de division celular hay aumento en el tamafo y peso de la célula. Mientras que cuando
el crecimiento es seguido de division celular hay un aumento en el nimero de células. El
crecimiento de una poblacion es el aumento del namero de células como consecuencia de un
crecimiento individual y posterior division. El crecimiento de una poblacién ocurre de una manera
exponencial (Patifio, 2018, p.3).

La velocidad de crecimiento exponencial se expresa como tiempo de generacién (G) y este se
define como el tiempo que tarda una poblacién en duplicarse, los tiempos de generacion varian
ampliamente entre los microorganismos, algunos crecen rapidamente y presentan tiempos de
generacion de unos 30 minutos y otros tienen tiempos de generacién de varias horas o incluso

dias (Tortora, Funke y Case, 2017, p.54) citado por (Patifio, 2018, p.4).

1.5.4. Las Bacterias

Segun (Maier, Pepper y Gerba, 2009, p.23), €n un estudio sobre Enviro mental microbiologia Academia
estima que la poblacion bacteriana del suelo puede llegar a exceder de las 10710 células por gramo
de suelo.

(Janssen, 2006, p.2), mediante un analisis genético realizado en bacterias, manifiesta que la mayor
parte de la microbiota de varios tipos de suelos esta compuesta por bacterias de los filos
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes y Firmicute.

(Atlas y Bartha, 2002, p.89), en su publicacién sobre ecologia microbiana determina que los géneros
bacterianos méas frecuentes, en suelos son los Acinetobacter, Agrobacterium, Clostridium,
Pseudomonas, Actinomicetes o Bacillus, entre otros.

En una investigacion realizado por (Moreno y Velarde, 2016, p.77) en suelos secundarios de bosque de
montafia y subtropico en la Provincia de Chimborazo manifiesta que los microorganismos
benéficos que se pudieron hallar con facilidad por la formacion de micelios blancos son bacterias

gran +, lactobacillus y bacilos esporulados y mohos y levaduras en germinacion.



1.5.4.1. Bacterias acido lacticas

(Otero, 2011, p.34) afirma que las BAL, son bacterias estrictamente fermentativas, que crecen a un
pH entre 4,8 y 9,6 y no forman esporas, pueden ser bacilos y cocos Gram positivos, inmoviles,
catalasa y oxidasa negativos, anaerobias aerotolerantes, poseen la capacidad de suprimir
microorganismos debido a la produccion de sustancias antimicrobianas como &cido lactico.

Las bacterias acido lacticas, cominmente producen sustancias que aceleran la descomposicion de
la materia organica, este tipo de microorganismos ademas producen sustancias que ayudan a
controlar cierto tipo de patdgenos que atacan a diversas plantas (Guaman, 2015, p.23).

Dentro de las BAL se encuentran mas de 12 géneros bacterianos: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Vagococcus, Aerococcus,

Alloicoccus, Tetragenococcus, Carnobacterium y Weisella (Holzapfel et al., 2001; y Rondén et al., 2008,
p.15).

Para identificar bacterias acido l4cticas en las placas de agar MRS, deben formar colonias cuyo
tamafio sea de 1 a 2 mm, de color blanco cremoso, forma redonda, puntiformes, bordes enteros,

superficie convexa, consistencia butirosa o consistencia himeda o lisa (Ortiz, 20086, p.36).

Un estudio realizado por (Otero, 2011, p.37) sobre un Aislamiento, Seleccion e ldentificacién de
Bacterias Fotosintéticas No Sulfurosas y Bacterias Acido Lécticas en un suelo de bosque tropical
en Colombia, manifiesta que lograron identificar una gran cantidad de bacterias acido lacticas

como Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, entre otras.

1.5.4.1.1. Lactobacillus

(Guaman, 2015, p.38), afirma que los Lactobacillus tienen una funcion importante de suprimir
microorganismos causantes de enfermedades, como los hongos del género Fusarium, que
debilitan las plantas, exponiéndolas al ataque de otras enfermedades y plagas.

Referente a su temperatura 6ptima de aumento, tienen la posibilidad de ser meséfilos o termdfilos.
Acostumbran crecer entre 2 °C y 53 °C, aun cuando su temperatura éptima es de 30-40 °C. El pH
ideal oscila entre 5,5 y 6,2. Son anaerobios aerotolerantes y la capacidad de aumento se ve
reflejado en atmosfera microaerofila con un 5-10% de CO2 (Del y Natural, 2020, p.14).

(Toalombo, 2012, p.68), realizo una investigacion en un bosque Secundario en la Provincia de
Tungurahua en el canton Tisaleo, lo cual identificaron bacterias acido lacticas como el

Lactobacillus plantarum.



En una investigacion realizada por (James, Velastegui y Cruz, 2017, p.91), sobre la evaluacion de las
condiciones de cultivo de Lactobacillus a nivel de laboratorio sefiala que los Lactobacillus pueden
crecer a pH entre 6 a 7,5; lo cual la materia organica fue medio ya que a profundidades de suelos

mas bajas existe poca presencia de materia organica.

1.5.4.1.2. Bacillus

Las especies de Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial debido a su
habilidad para formar endosporas, caracteristica que les confiere resistencia y potencia su
aislamiento en diversos habitats, tanto ecosistemas acuaticos como terrestres, e incluso en
ambientes bajo condiciones extremas, en este Ultimo caso, se han demostrado las potencialidades
de las especies del género Bacillus para la produccién de antibidticos, enzimas, la solubilizacion

de fosfatos y la fijacién biolégica del nitrégeno (Tejera, Heydrich y Rojas, 2011, p.23).

Segln (Calvo y Zariga, 2010, p.67) en un estudio realizado sobre la caracterizacién fisioldgica de
cepas de Bacillus en Pert, manifiesto que el 100% de las cepas de Bacillus aisladas crecieron bien
a pH 4 y 5.5, lo que indica una buena adaptacion del crecimiento en suelos de pH &cidos, en

cuanto a la materia organica los Bacillus pueden crecer en un rango medio de 3-5,9 %.

1.5.4.2. Acetobacter aceti.

Segun, (Corrigan, 2013, p.2) el A aceti no forma endosporas, esta bacteria es omnipresente en el
medio ambiente, existente en el suelo, el agua, las flores, los frutos y sobre las abejas melosas; en
esencia, dondequiera que se produzca la fermentacion del azlcar, A Aceti produce acido acético
a partir de etanol en nichos alcohdlicos en el medio ambiente; Acetato y lactato son oxidados a
CO2 y H20 por el organismo. Acetobacter aceti es una bacteria Gram-negativa que se desplaza
utilizando sus flagelos peritricos.

En un estudio realizado por (Velasquez y Aleman, 2014, p.89), en bosques terciarios en Venezuela
encontraron la presencia de Acetobacter aceti.

Otro estudio realizado por (Delgado, 2019, p.23) sobre los mecanismos del suelo en la nutricidn
vegetal las bacterias del género Acetobacter fueron encontrados en suelos acidos a un pH de 5.5,
pero son mas numerosos a pH neutros.

Segun (Bastidas, 2019, p.45), en estudios sobre el proceso de fermentacion con microorganismos de
montafia en Chile menciona que se encontraron Acetobacter aceti con materia organica baja 2%

y un pH de 6.
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1.5.5. Hongosy levaduras.

(Thorn y Lynch, 2007, p.90), en su libro sobre el reino fungi establece que los principales grupos de
hongos encontrados en el suelo son Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota
y Basidiomycota, Dentro de estos grupos mas comunes, los géneros mas frecuentemente
encontrados en el suelo son Penicillium y Aspergillus (Maier, Pepper y Gerba, 2009, p.75).

(Yurkov, Kemler y Begerow, 2012, p.45), menciona que, en suelos con diferentes tipos de manejo, es
decir al cambio a largo plazo de bosque por pastizales determiné que en suelos con pastizales
albergan predominantemente levaduras Ascomycetes, a diferencia de los suelos de bosque en
donde la estructura de las comunidades de levaduras es mas heterogénea.

(Moreno y Velarde, 2016, p.67), en un estudio realizado en los bosques de montafia y subtropico en la
Provincia de Chimborazo lograron observar la morfologia de algunas levaduras y hongos
miceliales demostrando asi la presencia de este tipo de hongos y levaduras en las muestras
analizadas los mismos que son encargados de degradar proteinas complejas y carbohidratos,
produciendo sustancias bioactivas que pueden estimular el crecimiento y actividad de otras
especies

Para identificar la presencia de levaduras en las placas de agar Saborau las especies deben formar
colonias de 1 cm y 2-5 mm de diametro, con forma circular, con bordes enteros, ondulado,
convexa, opaca, color blanco y beige, elevacion plana, superficie lisa, lo que corresponde a sus
caracteristicas reportadas por (Salazar, 2017, p.34).

1.5.5.1. Levaduras (Saccharomyces)

Segun (Escalona, 2015, p.60), €n su investigacion de microorganismos efectivos, extraccion y uso,
manifiesta que las levaduras sintetizan tanto sustancias antimicrobiales, como compuestos Utiles
para el crecimiento de las plantas, partiendo de aminoacidos y azlcares (secretados por las
bacterias fotosintéticas), asi como de materia organica, los elementos producidos por las levaduras
(hormonas y enzimas), promueven la divisién activa de células, siendo también, sustratos Utiles
para las bacterias acido lacticas y los actinomicetos.

En el trabajo experimental realizado por (Guaman, 2015, p.56) sobre la evaluacion de la eficiencia de
microorganismos nativos, sefiala que las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae, cumple la
funcion de degradar proteinas complejas y carbohidratos lo cual pueden crecer a un pH de 3, 4.5
y 6 lo que pueden resistir a pH acidos (Uribe et al., 2014, p.13).

(Toalombo, 2012, p.85) realizo un estudio en un bosque secundario de la provincia de Tungurahua lo

cual pudo identificar levaduras como Saccharomyces cerevisiae.
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1.5.6.  Aislamiento de microorganismos

Cuando aislamos un microorganismo desde una muestra implica que este esta vivo. No obstante,
la interpretacion de las pruebas de aislamiento microbiano debe ser interpretada con cautela
(Valladares, 2010, p.23). El aislamiento de un microorganismo no implica justamente su papel como
patégeno en un proceso de la enfermedad, puede rara vez tratarse de flora saprofita o un
representante vacunal (Vvalladares, 2010, p.25). EI microorganismo aislado puede pedir de una
tipificacién siguiente, como una tipificacion antigénica, la demostracion de elementos de
virulencia, etc. Asi mismo, la falta aislamiento del microorganismo no implica claramente que
éste no sea la causa de la enfermedad en bacteriologia se aplican medios enriguecidos y selectivos
artificiales, pruebas bioquimicas y en algunos casos identificacion por medio de antisueros. Los
resultados se expresan como género Yy especie bacteriana aislada y en ocasiones su cantidad

relativa ((Valladares, 2010, p.25)citado por (Chasy, 2015, p.15).

Tabla 4-1: Métodos de aislamiento mas frecuentes

Tipo de Siembra Mecanismo Técnica

Agotamiento por Agotamiento progresivo Consiste en realizar multiples estriados en el

estrias ycontinuo del  medio s6lido en diferentes secciones, tomando en
inéculo. cada rayado solo lamuestra de la seccion anterior.

Diseminacion en Extension maltiple del indculo.  Se extiende con una espatula de siembra una

superficie minima cantidad de muestra (50pL) rotando

multiples veces el medio sélido.

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

cantidad de colonias en el medio sélido.

Fuente:(Camacho, 2016, p.11)
Realizado por (Moreno y Velarde, 2016, p.27).

15.7. Métodos de identificacion.

Los métodos de identificacién de microorganismos mas frecuentes son la tincion gran, la prueba

de movilidad, entre otras (Martinez y Steven, 2019, p.24).

1.5.7.1. Tincioén de Gram y morfologia

La identificacion morfoldgica es el paso fundamental para el aislamiento de colonias bacterianas,

mediante la observacion de forma, consistencia, y color, (Grafico 1-1); En el caso de la tincion
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Gram permite obtener una clasificacion generalizada en dos grandes grupos mediante su forma.
Las Gram positivas (+) y las Gram negativas (-) proporcionan también un control de pureza de la
colonia bacteriana, donde la gran mayoria de bacterias Gram - resultan ser patégenas, mientras
que las Gram + no proporcionaran un peligro para el ser humano, en el que se encuentran las

bacterias acido-lcticas y levaduras (Fernandez & Garcia, 2010, citado por Martinez y Steven, 2019, p.24).

Forma Borde Elevacion Superficie
Puntiforma % Liso Plana — Lisa, brillante
Circular : Rugosa

0 Ondulado Elevada s &
Rizoide * Convexa s Arrugada
Lobulado
Seca
Irregular ‘
Fllamcntoso Comportamiento con la luz
Fil t WS
s & Transhicida
Encorvado . Opaca

Grafico 1-1. Caracterizacion morfolégica de las bacterias en cultivos primarios
Fuente: (Martinez y Steven, 2019, p.24)

1.5.7.2. Movilidad

La bacteria habitualmente tiene una pared celular y uno o varios flagelos que utilizan para
movilizarse en el medio donde se encuentran, esta facilidad de moverse les proporciona un alto
beneficio ya que pueden trasportarse hacia lugares mas comodos para su desarrollo, donde las
condiciones o las fuentes de alimento son mayores (Pino, 2012, p.18) citado por (Chasy, 2015, p.28).

El agar es el representante solidificante y a esta concentracion le da al medio la propiedad de ser
semisélido, condicion primordial para identificar movilidad, que se prueba por el enturbiamiento

del medio o por aumento que difunde més alla de la linea de siembra (Pino, 2012, p.19), citado por
(Chasy, 2015, p.28).

1.5.7.3. Prueba de Glucosa/ Lactosa

(Arellano y Yambay, 2016, p.29), en su tema de investigacion de caracterizacion de cepas bacterianas

en suelos afirma que la prueba de glucosa y lactosa evalda la reaccion del organismo al colocarlo

en un medio de crecimiento basico en el que se incorporan hidratos de carbono especificos

(glucosay lactosa), con una posible produccion de gas y acido sulfhidrico (H2S). La fermentacion

de los carbohidratos incorporados, producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo
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de fenol, el cual vira al color amarillo en medio &cido, existe un proceso de reduccion, el tiosulfato
de sodio se reduce a sulfuro de hidrdgeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro. (Arellano y Yambay, 2016) citado por (Moreno
y Velarde, 2016, p.29).

1.5.8. Pruebas Bioquimicas

La pruebas bioquimicas realizadas en microorganismos son paso fundamental para conocer el

tipo de cepa encontrada en un lugar determinado, muestra, lugar, etc.; (Fernéndez et al., 2010, p.7)

1.5.8.1. Catalasa

Se trata de una adaptacion de los microorganismos al H202 (Perdxido de hidrogeno), la catalasa
es un enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen citocromos, las bacterias
que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se
libera en forma de burbujas (Femandez et al., 2010, p.8). La catalasa es una enzima que poseen la
mayoria de las bacterias aerobias. Descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, el

desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es positiva. (Salazar,
2017, p.25) citado por (Kraeva & Hordkova, 2017, p.35).

1.5.8.2. Oxidasa

La prueba de oxidasa permite la identificacion de la enzima oxidasa, debido a la reaccién con el
citocromo oxidasa, La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo
oxidasa que activa la oxidacién del citocromo el cual es reducido por el oxigeno produciéndose
agua o perdxido de hidrogeno segun la especie (Fernandez et al., 2010, p.8). La muestra se pone en
contacto con la tira o disco impregnado con el reactivo para-aminoN-dimetil-anilina, se debe
observar una coloracion morada en un lapso no mayor a 30 segundos para que sea positivo, de lo

contrario el resultado es negativo (Salazar, 2017, p.26) citado por (Kraeva & Horékové, 2017, p.35).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO
2.1.  Localizacion y duracion del experimento

El desarrollo de la presente investigacion se realizara en los laboratorios de: Ciencias Bioldgicas
de la Facultad de Ciencias Pecuarias, y Bromatologia y Nutricién Animal de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, en la Provincia de Chimborazo, localizada en la region central de la
serrania ecuatoriana; la misma que tendra una duracion de 120 dias, cuyas condiciones
meteoroldgicas se reportan en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la zona

VALORES PROMEDIO

Heliofilia (: h.luz’? 165,1
Temperatura (°C) 13,8
Precipitaciones (mm/afio) 465,0
Humedad Relativa (%) 63,2
Altitud (msnm) 2820

Fuente: Estacion Agro meteorolégica de la Facultad de Recursos Naturales ESPOCH, 2016.

2.1.1. Localizacion del lugar del muestreo.

Se encuentra a 26 km de la ciudad de Riobamba. en el extremo sureste. Es conocida como “Puertas

al Oriente” por su ingreso a las aguas termales El Placer y al Volcan Sangay.

Tabla 2-2: Bosque Nativo de Pungala (Alao)

Tipo_ Fisonomia_ Ecosistema
ecosistema ecosistema
Terrestre Bosque Bosque Nativo de Pungala

Realizado por: Duchi, B. 2022
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Informacion geografica de Alao Parroquia Pungala.
e Latitud: -1.9

e Longitud: -78.4833333
e Humedad Relativa 72 %

& INFOCENTRO
PUNGAIA - ALAO

@; Guargualla
Sangay Lodge o

. €35

Gréfico 1-2. Situacion Geogréfica del lugar del muestreo

Fuente: Google maps citado por Duchi, B 2022

El muestreo se realizara en la Parroguia de Pungala Alao con la ayuda de un barreno, lo cual se
utilizara un GPS para la ubicacién de los sitios exactos en la toma de muestras del suelo con sus
respectivas coordenadas y proceder con los analisis en el laboratorio de la Facultad de Ciencias

Pecuarias.

2.2.  Unidades experimentales

Toda la informacion sera recopilada y analizada de las muestras de suelo lo que para el presente
estudio se utilizara 500 g de suelo por cada repeticion, lo cual se lo realizara 5 repeticiones y 2500
g por total de la unidad experimental.

2.3.  Materiales, equipos e instalaciones

2.3.1. Materiales

e Gradillas
e Tubos de ensayo
e Espatulas

e Asa de siembra
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Fundas de Siplok
Frascos térmicos
Camara

GPS

Barreno

Esfero

Materiales de oficina
Kuler

Pipetas de vidrio
Mecheros.

Papel aluminio
Fosforos

Tanque de gas
Vaso termo resistente
Varillas de agitacion magnética
Pipetas de 10 ml
Pipetas de 5 ml
Bureta

Enler Meyer
Puntas de 1 ml
Cajas Petri vidrio
Probeta de 10 ml
Probeta de 100 ml
Tubos Burnham
Pinzas

Piseta

Porta objetos

Pera de succion
Desecador

Franela

Papel Aluminio
Botellas de pléstico
Toalla de mano
Guantes

Cofia
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e Uniforme
e Mandil

2.3.2.  Insumos de laboratorio

e Agar MRS
e Medio Sim
e Caldo MRS
e Peptona

e Tiras de oxidasa

e Glicerol

e Acido clorhidrico

e Acido Borico

e Hidrdxido de sodio.

e Papel Filtro

e Papel indicador

¢ Rojo fenol

e Azucares para fermentacion (lactosa, glucosa, maltosa, manitol y fructosa)
e Agar Acetobacter

e Caldo Actetobacter

e Agar PDA

e Agar Saborau
e Caldo PDA

e Lugol

e Safranina

e Alcohol cetona

e Yodo

e Peroxido de hidrégeno
e Agua destilada

e Alcohol

e Amonio cuaternario.

2.3.3. Equipos

e Autoclave
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e Microscopio

e Estufa

e Estufa de cultivo bacteriano anaerobico
e Agitador magnético

e Balanza Electronica

e Computadora

e Camara fotogréfica.

e Bortex

e Camara de flujo laminar

e Lampara de desinfeccion.

e Bafio Maria.

e Espectrofotometro

e Celdas de vidrio colorimetro
e pH metro

e Mufla

e Reverbero

2.3.4. Instalaciones

Laboratorios de: Ciencias Bioldgicas, y de Bromatologia y Nutricion Animal de la Facultad de

Ciencias Pecuarias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.4.  Tratamiento y disefio experimental

No se utilizara disefio experimental.

2.5. Mediciones experimentales

Analisis fisico-quimico del suelo:

pH, Materia organica, humedad, cenizas, nitrdgeno, potasio, magnesio y nitratos.

Aislamiento, purificacion e Identificacién de Microorganismos de uso Agroindustrial del

suelo
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BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Lactobacillus, Bacillus.

BACTERIAS ACETICAS

Acetobacter spp

LEVADURAS

Saccharomyces spp.

Caracterizacién de Bacterias Acido lacticas, Acetobacter spp y Levaduras como Saccharomyces

spp mediante tincion Gram de muestras obtenidas del suelo de bosque primario de la Parroguia

Pungala Cantén Riobamba.

e Gram positiva

e Gram negativa

Caracterizacion bioquimica de las diferentes especies encontradas.

o Catalasa

e Oxidasa

e Peroxido de potasio

e Prueba de movilidad

e Fermentacion de carbohidratos
e Prueba del C02 en Caldo YPD

e Produccién de acido Sulfhidrico.

2.6.  Técnicas estadisticas

Estadistica descriptiva: media, y desviacion estandar.

2.7.  Metodologia de la evaluacion

En la presente investigacion se utilizara el siguiente procedimiento:
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2.7.1. Muestreo

Existen diferentes maneras de realizar la toma de una muestra representativa del area de interés,
pero en cualquiera de ellas, debe considerarse la importancia de la homogeneidad de la muestra

que se va a analizar (Schweizer, 2010, p.18).

2.7.2.  Muestreo al azar

Se utiliz6 este tipo de muestreo porque el lote fue homogéneo lo cual se puede utilizar un patrén
de muestreo al azar que consiste en tomar submuestras en todo el campo y mezclarlas muy bien
para obtener una muestra compuesta de aproximadamente 500 g o un 1 kg para analizar. Para
realizarlo, se toman submuestras en muchas oportunidades se sigue un camino en zigzag
(Schweizer, 2010, pp.11-17) Incluso un muestra al azar se lo puede realizar cuando no se tiene
suficiente informacién del lugar donde se va a realizar la muestra como tipo de suelo, topografia,
entre otros (Rodriguez, 2015, p.41), De cada division se obtiene una muestra compuesta de

submuestras tomadas al azar. Este procedimiento incrementa la precisién del muestreo (Schweizer,
2010, pp.11-17).

2.7.3. Recoleccién de las muestras en el suelo

La profundidad del muestreo esta determinada por el tipo de cultivo y el propésito del analisis de
suelo, por lo que la profundidad tomada para el muestreo fue de 10 a 20 cm ya que en esa es la

profundidad exacta para encontrar microorganismos benéficos.

El instrumento a utilizar fue el barreno de cilindro abierto (colocho) se usan en suelos compactos
u homogeéneos o arcillosos, en los cuales es dificil sacar la muestra con cilindros cerrados. (Mendoza

y Espinoza, 2017, p.19).

Procedimiento:

Enterrar el barreno haciéndolo girar, el penetra el suelo como si fuera un tornillo, hasta los 20 cm
y extraer la muestra, después depositar la muestra de suelo en un balde plastico identificado con
la profundidad. Este debe estar limpio de impurezas tales como, fertilizantes, cal, estiércol,
cemento, entre otros, por lo que el distanciamiento entre una observacion y otra depende del

objetivo del muestreo, tamafio del lote y del método de muestreo seleccionado (Mendoza y Espinoza,
2017, p.21).
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Precauciones

No se debe empacar o envolver las muestras en papel, en especial papel periédico, ya que los
residuos de este material pueden alterar el resultado del analisis (Mendoza y Espinoza, 2017, p.22).

Depositar la muestra en la bolsa pléstica, amarrar el extremo sacando todo el aire posible, pegar
la etiqueta por fuera de la bolsa, depositarla en otra bolsa de plastico (doble bolsa) que permita

ubicar la etiqueta entre el plastico, y amarrar nuevamente (Mendoza y Espinoza, 2017, p.22).

En el transporte se utiliz6 una caja de carton o Kuler para que la muestra evite el contacto con
materiales tales como combustible, fertilizantes, cal, estiércol u otro producto que la pueda
contaminar para sus respectivos analisis de las caracteristicas quimicas y fisicas (Mendoza y
Espinoza, 2017, p.22).

Una vez realizado la toma de muestras en el suelo de bosque Primario de Pungala se lo llevo

inmediatamente al laboratorio para los analisis respectivos.

2.7.4. Suspension y dilucion

El procedimiento de preparacion de las diluciones de las muestras se realizé pesando 10g de cada
muestra y colocando en un matraz de Erlenmeyer conteniendo 90 ml de agua peptonada
previamente esterilizada, agitar el envase hasta su homogenizacion, como en el suelo la cantidad
de microorganismos es muy grande se deben realizar diluciones de la suspensiéon/dilucion para
obtener un namero factible de microorganismos que pueda ser contado. Por ejemplo, cuando se
realizan métodos de recuento en medio s6lido, el nimero factible de microorganismos que puede
ser contado en una caja de Petri debe estar en el rango de 30 a 300 colonias por caja, (UNC, 2015,
p.40) Por lo que se diluyo a 1:10, después transferir 1 ml de la dilucién anterior a un tubo de ensayo

con 9 ml de agua peptonada, obteniendo de esta manera la dilucién 1:10000 (Vargas, 2018, p.28).

2.7.5. Siembray Aislamiento

Para la siembra y aislamiento en BAL se utilizd Agar MRS, se prepara 67,15 gramos del Agar
MRS vy se disuelve en 1000 ml de agua purificada a un pH de 5, se homogeniza y se esteriliza en
la autoclave a 121°C por 15 minutos, (Francisco Galindo Montero, 2016, p.23) citado por (Vargas, 2018, p.
28).

Para la siembra y aislamiento en Bacterias Acéticas se utiliz6 Agar Acetobacter glucosa lo cual
se prepara 38 gramos del Agar y se disuelve en 1000 ml de agua purificada, se homogeniza y se

esteriliza en la autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Para la siembra y aislamiento en Levaduras se utiliz6 Agar Saborau lo cual se prepara 65 gramos
del Agary se disuelve en 1000 ml de agua purificada, se homogenizay se esteriliza en la autoclave
a 121°C por 15 minutos (Francisco Galindo Montero, 2016, p.23), citado por (Vargas, 2018; p.28).

Las siembras se realizan en la cdmara de flujo laminar, con todos los objetos necesarios
completamente esterilizados para evitar cualquier tipo de contaminacion en el momento de la

siembra de las especies (Francisco galindo Montero, 2016, p.23) citado por (Vargas, 2018, p.28)

Procedimiento:

Limpieza y desinfeccion del laboratorio de Ciencias Bioldgicas, a continuacion, los calculos para
la siembra del Agar, después con el pesaje de las muestras de 10 g para 90 ml de agua de peptona
y la dilucién de las muestras a la -1, -2, y -3, -4 y -5. Se utilizara 75 cajas Petri para las cada una
de repeticiones, 25 para lactobacilos, 25 para Acetobacter, y 25 para levaduras para la preparacion
del agua destilada con la mezcla en los medios de cultivos, para diferentes tubos de ensayo,
mezcla de los agares con el agua destilada o purificada.

Utilizacion de Agar MRS para Bacterias Acido lacticas con agua destilada a un de pH de 5, el
Agar Saborau para Levaduras con cloranfenicol al 0.005% y Agar Acetobacter glucosa con etanol
al 10% para el crecimiento de los microrganismos benéficos, limpieza y desinfeccion de los
materiales para la siembra en el Autoclave, para lo cual se colocara el agar de 10ml en las
diferentes cajas Petri para su solidificacion, se lo llevara a la camara de flujo laminar para la
siembra respectiva con las muestras, para culminar se colocara en la estufa en 37°C para
lactobacilos, y Acetobacter y 30°C para levaduras por 48 horas para el crecimiento respectivo

(Francisco galindo Montero, 2016, p.24).

2.7.6. Conteo

El conteo de unidades formadoras de colonia es un proceso que se basa brevemente en: tomar un
mililitro de una muestra y depositarlo usando para ello una pipeta en un tubo conteniendo 9 ml
de una solucion estéril, después de lo cual se lleva a vortex por 10 segundos, posterior a esto, 1
ml de este tubo se remueve y se introduce en un segundo tubo conteniendo también 9 ml de
solucion estéril. Este procedimiento se repiti6 hasta que la muestra estuviera diluida

suficientemente (Pefia et al., 2011, p.8).

Una vez sembradas las placas se llevan a incubar a 37°C durante 48 h para el recuento de las

bacterias mesofilas (Pefia et al., 2011, p.8).
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Recuento en placa a las 48 horas

Para el conteo, se escogiO las placas que presentaron entre 30 y 300 colonias, para ello se
colocaron la placa Petri invertida con la superficie de vidrio hacia arriba. Con un contémetro
manual se hizo el recuento de las colonias presentes en la placa, asimismo se observd la
morfologia de las colonias de bacterias como: forma, tamafio, borde, consistencia, color. Se utiliz6

la siguiente formula para realizar el conteo en placas (Ruiz, 2012, p.4).

Férmulas para conteo de UFC:
No. Colonias = (CA + CM + CB /3) * 65

UFC/ml 0 UFC/g = No. de colonias por placa X el factor de dilucién / ml de la muestra sembrada
(Ruiz, 2012, p.4).

2.7.7. Resiembray Aislamiento de microorganismos

Seleccionar las colonias con caracteristicas macroscopicas pertenecientes a las BAL de las placas
que fueron utilizadas para el recuento en agar MRS, tomar cada colonia con el asa de inoculacion
y sembrar en 5 ml de caldo MRS esterilizado, incubar a 37°C por 24h, luego del periodo de
incubacion, tomar una muestra con el asa y sembrar por el método de agotamiento por estria en
agar MRS, pH 5,4; Incubar las placas en posicion invertida a 37°C por 48h en condiciones
anaerobicas (Vargas, 2018, p.28)

El mismo procedimiento se realizara para bacterias del género Acetobacter seleccionando las
colonias con caracteristicas macroscopicas pertenecientes a las bacterias acéticas, lo cual aqui se
utilizara caldo Acetobacter o agua de peptona y se pondra en la estufa a 30 °C por 24 h. esta se
debe se debe estar en condiciones aerdbicas, el mismo procedimiento se realizara para levaduras
lo cual se seleccionara las colonias con caracteristicas macroscopicas pertenecientes a levaduras

aqui se utilizaran el caldo Potato Dextrosa Agar y se pondran en la estufa a 30 °C por 24h.

2.7.8. Pruebas bioguimicas

2.7.8.1. Prueba de catalasa

Se realizd un frotis sobre un portaobjetos limpio, posteriormente se adicioné entre 1y 2 gotas de
peroxido de hidrégeno al 3 %, se observo la presencia o ausencia de efervescencia para comprobar
la existencia de catalasa, las bacterias acido l&cticas son catalasa negativa (Jaimes and Zulay 2011, p.

52).
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2.7.8.2. Prueba de oxidasa

Se toma con un palillo grueso de madera una muestra bacteriana a partir de una colonia aislada
proveniente de un cultivo de 24 horas, por lo que pasado 30 segundos aproximadamente si cambia
de color la prueba es positiva (Salazar, 2017, p.26).

2.7.8.3. Prueba de tincion de Gram

Una vez aislado e identificado los microorganismos macroscépicamente se realizara el método

de la tincién Gram.

Procedimiento

Hacer el frotis de manera regular para luego fijarlo a la flama y cubrir con cristal violeta durante
1 minuto, después lave ligeramente con agua corriente, para cubrir con yodopovidona (Lugol)
durante 1 minuto a continuacion lavar con agua corriente, decolorar con alcohol-acetona (1:1) y
lavar con agua corriente, cubrir con safranina durante 30 segundos, lavar con agua corriente para
secar y observar al microscopio (Rodriguez y Arenas, 2018, p.167).

Los organismos que retienen el color violeta se designan como Gram-positivas y aquellos que
pierden el color violeta después de la decoloracién con alcohol (acetona), y se tifien con el
siguiente colorante (safranina) y aparecen como rojos, se denominan Gram-negativas, una
reaccion positiva o negativa a la Tincion de Gram es realmente importante, ya que nos puede dar

una idea clara de una primera clasificacion de las bacterias en estudio (Francisco Galindo Montero,
2016, p.24).

Después de 48 horas en la incubadora a 37 °C, se observa notablemente el crecimiento de cada
una de las cepas en los diferentes pH, por lo que fue necesario realizar una Tincién de Gram y

observar en un microscopio, para comprobar o diferenciar cada una de las cepas (Francisco Galindo
Montero, 2016, p.25).

2.7.8.4. Prueba KOH

Esta prueba es un método répido de confirmacion de la tincién Gram. La ausencia de formacion
de hilo mucoide nos informa de la resistencia de la pared bacteriana a la solucion alcalina, de
modo que si la prueba KOH nos da resultado negativo (no hay hilo mucoide), la bacteria sera

Gram positiva, y viceversa (Latorre, 2011, p.28).
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Material y reactivos

Hidroxido de potasio (KOH) de Panreac (181521.1211).
Portaobjetos de vidrio

Procedimiento experimental
El método utilizado es similar al de la catalasa. Se recoge por raspado una colonia de la placa de
agar con la cepa crecida y se lleva a un portaobjeto. Se le afiade una gota de KOH al 3% vy se

observa la aparicion de hilo mucoide (Latorre, 2011, p. 28).

2.7.8.5. Prueba de movilidad

Se observa la movilidad las especies en el medio semisélido Sim para motilidad.

Procedimiento.

Con la aguja de inoculacién se toma una cepa fresca de un medio de cultivo sélido. Sembrar en
linea recta por puncion profunda en medio Sim, tratando de abarcar 2 tercios de profundidad del
medio de cultivo desde la superficie. Incubar a 37°C x 2°C por 24h, en aerobiosis (Vargas, 2018, p.
30).

Las cepas moviles producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de la linea de siembra,
mientras que en las cepas inmdviles el crecimiento se observa solamente en la linea de siembra

(Vargas, 2018, p.30).

2.7.8.6. Prueba de fermentacion de azucares

Se formulé caldo rojo fenol que sirve de base para evidenciar la fermentacién del carbohidrato

glucosa, ya que posee el indicador, rojo fenol (Vargas, 2018, p.30).
Formulacién de caldo rojo fenol
El caldo base fue formulado para lograr la fermentacion de un carbohidrato individual, en este

caso de la glucosa. Los ingredientes se detallan el cuadro 3 El caldo rojo fenol posee un color

naranja- rojizo y un pH final de 7,4; que se ajustd con NaOH 2N (Vargas, 2018, p.30).
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Tabla 3-2: Ingredientes de caldo rojo fenol

INGREDIENTES CANTIDAD
Peptona 12¢g
Extracto de carne 1lg
NaCl 59
Rojo Fenol 0.018¢
Glucosa 10g
Agua destilada 1000 ml

Fuente: (Vargas, 2018, p.42) citado por (Castillo C, 2021. p.40).

Procedimiento:

Colocar 10 ml del caldo rojo fenol en un tubo de ensayo estéril que contiene en su interior un tubo
Durham con la abertura hacia abajo. Auto clavar los tubos de ensayo a 121 °C por 15 minutos,
sin exceder este tiempo ya que el carbohidrato puede sufrir la reaccion de Maillard, con el asa de
inoculacién tomar una cepa aislada e inocularla en el caldo. Incubar a 37° los aislados de MRS,
por 48h, si hay fermentacion del carbohidrato el medio se tornara amarrillo y si hay produccién
de gas durante la incubacion de los cultivos, éste se manifiesta por la presencia de burbujas en el
interior de los tubos Durham, reportando asi la prueba como positiva (Vargas, 2018, p.30).

2.7.8.7. Prueba de fermentacion de azucares en bacterias acéticas y levaduras.

Para la prueba de fermentacion de azucares en levaduras y bacterias acéticas se utilizarda AGAR
TSI) (agar triple azucar hierro), lo cual contiene tres azlicares (dextrosa, lactosa y sucrosa), rojo
fenol para detectar la fermentacion de carbohidratos, y sulfato ferroso para la deteccion de

produccién de acido sulfhidrico (el oscurecimiento de la base del tubo) (Dickinson, 2015, p.2)

Tabla 4-2: Ingredientes del TSI Agar por litro de agua purificada

INGREDIENTES CANTIDAD
Digerido pancreético de caseina 10,09
Digerido péptico de tejido animal 10,0 g
Cloruro sédico 509
Lactosa 10,09
Sacarosa 10,09
Dextrosa 109
Sulfato ferroso de amonio 0,2¢g
Tiosulfato sédico 0,29
Rojo fenol 0,025 g
Agar 13,09

Fuente: (Dickinson, 2015, p.2)
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Procedimiento

Emplear técnicas asépticas para inocular, tocar con cuidado sélo el centro de una colonia aislada
en un medio en placa entérico con una aguja estéril fria, insertarla en el medio en la base del tubo
y luego extender la muestra en ambas direcciones por la superficie del agar inclinado, se deben
estudiar por separado varias colonias de cada placa primaria dado que es posible que se produzcan
infecciones mixtas (Dickinson, 2015, p.2).

Incubar con las tapas flojas a 35 °C y examinar después de 18 — 24 h para detectar fermentacion
de carbohidrato, produccion de gas y produccion de &cido sulfhidrico, es posible observar una
combinacion de cualquiera de estas reacciones, no incubar durante un periodo mas prolongado
que 24 h porque la reaccion acida en el agar inclinado de los organismos fermentadores de lactosa
y sucrosa pueden convertirse a una reaccion alcalina (Dickinson, 2015, p.2).

La fermentacion de carbohidratos se indica mediante una coloracion amarilla del medio, si el
medio en la base del tubo se torna amarillo (acido), pero el medio en el agar inclinado adquiere
un color rojo (alcalino), el organismo de prueba fermenta solamente dextrosa (glucosa), un color
amarillo (&cido) en el agar inclinado y la base del tubo indica que el organismo de prueba fermenta
dextrosa, lactosa y/o sucrosa, un color rojo (alcalino) en el agar inclinado y la base del tubo indica
que el organismo de prueba no es fermentador, la produccion de &cido sulfhidrico causa un
precipitado negro en la base del tubo (Dickinson, 2015, pp.1-4).

2.7.8.8. Prueba bioguimica caldo YPD (Yeast Peptone Dextrose).

En esta prueba luego del aislamiento se procede a enriquecer las muestras que se aislé en agua de
peptona y se las deja por 24 o 48 horas, luego se prepara el caldo YPD en el cual se va a agregar
los azlcares que fermentan la familia de las levaduras Saccharomyces el caldo YPD se prepara
de esta forma:

Tabla 5-2: Caldo YPD (Yeast Peptone Dextrose)

INGREDIENTES CANTIDAD

Peptona 209
Dextrosa 209
(Cloranfenicol)* 05¢g
Extracto de Levadura 10g

Fuente (Condalab, 2019, p.1).
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Es opcional agregarle segln el uso con y sin antibidtico, segun se quiera usar exclusivamente

levaduras o con bacterias fermentativas.

Es por tanto por lo que se utiliza méas la dextrosa para hacer el caldo y se lo coloca en tubos de
ensayo Yy se lo esteriliza en el autoclave posteriormente se agrega 1mL de la muestra enriguecida
y se deposita dentro de los tubos con el caldo YPD estéril de color naranja y este al cabo de 24 o
48 horas el tono del caldo se torna amarillo quiere decir que existe fermentacion es decir resultado
positivo si el tubo con el caldo YPD no cambio de color y se mantiene naranjado quiere decir que

da negativo a fermentacion (Condalab, 2019, p.1).

2.8.  Conservacion de especies aisladas.

Para el almacenamiento a largo plazo, los cultivos puros de BAL, BAA y Levaduras se
conservaron en caldo MRS, agua de peptona y caldo PDA que contenian glicerol al 30% (v/v) a
-20° C (vargas, 2018, p.32).

Procedimiento

Se realizo el cultivo overnight a 33°C en caldo MRS de las colonias bacterianas aisladas, se
mezclaron volimenes iguales de cultivo overnight y de glicerol al 30%, previamente esterilizado
a121°Cy 1 atm de presion, luego de colocar las especies de BAL, BA y Levaduras aisladas sobre
el glicerol, se agita de manera constante para lograr una mezcla uniforme, al final se distribuye

1mL la mezcla en tubos Eppendorf, para su conservacion en un ultracongelador a -20°C, (Vargas,
2018, p.32).

2.9. Pruebas fisico quimicas del suelo

2.9.1. Paraladeterminacion de pH del suelo

La norma, (NTE INEN-ISO 10390, 2014, p.6), describe un método instrumental para la determinacién
rutinaria del pH empleando un electrodo de vidrio en una suspensién 1:5 (fraccion en volumen)
de suelo en agua (pH en H20), en una solucion de cloruro potasico de 1 mol/l (pH en KCI) o en
una solucion de 0,01 mol/I de cloruro célcico (pH en Ca CI2).

Se prepara una suspension de suelo con cinco veces su volumen de una de las siguientes

sustancias: en este caso agua y con el pH metro se mide el valor.
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2.9.2. Para la determinacion de materia seca.

La norma (NTE INEN-ISO 11461, 2014, p.5) menciona que es aplicable a todo tipo de suelos no
expansivos 0 no contractivos en los que puedan utilizarse cilindros de muestreo, no es aplicable
en suelos pedregosos, en suelos con raices duras o en suelos con cualquier otro elemento que
impida el muestreo del suelo, se utiliza como método de referencia (por ejemplo, la calibracién

de los métodos indirectos de determinacion del contenido de humedad).
Preparacion

Muestras de suelo de volumen conocido se secan hasta pesada constante a (105 £+ 5) °C. La
diferencia entre la masa de la muestra de suelo antes y después del secado, se toma como una
medida del contenido de humedad, el contenido de humedad se calcula como fraccion en
volumen, (NTE INEN-ISO 11461, 2014, p.5)

M2

%SS = (Ml—:g X 100

Fuente: (NTE INEN-1SO 11461, 2014, p.6)

Donde:

e SS = sustancia seca en porcentaje en masa.

e m = masa de la capsulaen g

e M1l = masa de la capsula con la muestraen g

e M2 = masa de la capsula con la muestra después del calentamiento en g (NTE INEN-ISO
11461, 2014, p.6)

%HUMEDAD = 100 - %SS

2.9.3. Determinacion de cenizas

Para obtener el porcentaje de cenizas se emplea la formula utilizada por (Duefias, 2012, p.82), el cual

cita a la norma peruana (NTE 0.544 2006).

(CC=W) % 100
(cS—w)

Fuente: Norma Peruana (NTE 0.544, 2006)
Realizado por: (Duefias, 2012, p.83).

%C =
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Donde

e %C= Contenido de cenizas en porcentaje de masa.

o W= Masa de la capsula vacia en g

e CC= Masa de la capsula con la muestra después de la incineracion en g

e (CS= Masa de la capsula con muestra antes de la incineracidn en g (Duefias, 2012, p.83)

Procedimiento

Se toma crisoles de porcelana de 50 ml, se los etiqueta y se los pesa en la balanza analitica,
después se anota el peso con 2 cifras significativas en Peso crisol, lo cual se procede a aforar el
crisol con la muestra himeda y se anota el valor con 2 cifras significativas en Peso crisol +
muestra, a continuacion se introduce los crisoles en la mufla automatica, se programa la mufla a
500 °C durante un periodo de 4 horas, para que pasado este periodo de tiempo, se espera minimo
45 minutos antes de extraer los crisoles de la mufla. Este procedimiento se lo realiza con las pinzas

para el crisol, y por ultimo pesar y anotar el peso (Cano, 2016, p.32) citado por (Tobar, 2015, p.14).

2.9.4. Para la determinacion de la materia organica.

Para obtener el porcentaje de materia organica se emplea la formula utilizada por (Andrades, Moliner

y Masaguer, 2015; p 57) el cual cita a la norma mexicana (NMX-AA-21, 1985).

(M1-M2)

0 _
%MO = (M1-Mo)

X100

Fuente: (NMX-AA-21, 1985),
Realizado por: (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.57)

Donde:

e Mo = Pesoen g del crisol

e M1 = Pesoen g del crisol y la muestra seca

e M2 = Pesoen g del crisol y la muestra tras su incineracion (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015,
p.57).

Procedimiento

En primer lugar, se secan tres crisoles, previamente numerados en su base con lapiz de grafito, en

un horno de mufla a 400°C durante dos horas, transcurrido este periodo de tiempo, cuando la
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mufla se puede abrir, usando guantes resistentes a la temperatura y pinzas, se sacan los crisoles y

se dejan en un desecador hasta que alcanzan temperatura ambiente.

Seguidamente, se pesan los crisoles vacios (Mo) en una balanza de precision de 0,1 mg y se anotan
los resultados. Se pesan aproximadamente 2 gramos de suelo seco al aire en cada crisol, y se
anotan de nuevo los datos obtenidos (M01), se introducen los crisoles con las muestras de suelo
en el horno mufla y se programa la siguiente curva de temperaturas para alcanzar los 400°C de
forma escalonada: 15 minutos 100°C, 15 minutos 200°C, 15 min 300°C vy, finalmente, 4 horas a
400°C, finalizado el programa, se dejan los crisoles en un desecador hasta alcanzar temperatura
ambiente. Finalmente se realiza una nueva pesada (M2) de los crisoles en la balanza de precision

de 0,1 mg (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.57)

Otro método para la determinacion de Materia organica es 100-%cenizas

2.9.5. Determinacion de nitrégeno

Para la determinacion de nitrogeno se utilizara el método Kjeldahl, aunque este método es muy
utilizado para determinar proteina en alimentos también es muy utilizado para nitrégeno. Para
obtener el porcentaje nitrégeno se emplea la formula utilizada por (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015,

p.73), €l cual citada a la norma mexicana (NOM-021-RECNAT-2002).

(T-B)X14,007XN

0 =
N w(mg)

X 100

Fuente: (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.73)

Donde

e T= ml del HCL en valoracion de la muestra
e B= ml del HCL en valoracion del blanco

e N= Normalidad del valor

e W=peso de la muestra mg. (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.73)
Procedimiento
Moler la muestra usando un molino de laboratorio adecuado. Asegurar una molida precisa,

pasando a través de un tamiz de 0,14 mm la tierra. Mezclar el material tamizado antes de analizar.

Pesar de 1.0 - 2.0 g (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.72).
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Afiadir 2 pastillas catalizadoras Kjeldahl. Anadir 12 ml de H2SO4. Agitar suavemente para
humedecer la muestra. Colocar el aspirador y encenderlo. Digerir durante 60 minutos, y en caso
de salir espumas afiadir 2 0 3 gotas de octanol o una emulsion anti espuma, quitar la gradilla con
el tubo y dejar enfriar 15 minutos, precalentar el bloque digestor a 420°C y ajustar los tubos y

observar que a los 5 minutos de estar a pleno rendimiento sale humo (Andrades, Moliner y Masaguer,
2015, p.72).

En algunos sistemas parte o todo se realiza automéaticamente, diluir la digestion enfriada con 75
ml de agua destilada. Afiadir 25 ml de la disolucidn receptora en el matraz correspondiente, afiadir
50 ml de NaOH al 40 % para basificar la digestion, dejar que la reaccion se lleve a cabo
lentamente, destilar durante el tiempo descrito y valorar el destilado con un compuesto
estandarizado (HCI 0,1 N), la normalidad de este compuesto debe darse con 4 decimales, hacer

un blanco antes de cada grupo de muestras (Andrades, Moliner y Masaguer, 2015, p.72).

2.9.6. Cuantificacién de minerales (Magnesio)

Para realizar el andlisis de suelos se us6 la metodologia que se establece en el manual de
instrucciones del Fotémetro multiparamétrico para analisis de nutrientes HI83325

Se procede a seleccionar el método de analisis de magnesio, se agrega 1 ml del reactivo A de
magnesio HI93752A-Mg en una celda usando una jeringuilla, posteriormente se utiliza un
pipeteador para completar los 10 ml con el reactivo B de magnesio HI93752B-Mg, se cierra la
celda con el tapdn y la tapa y se mezcla, después se inserta la celda en el espectrofotometro y se
encera. Se retira la celda y se agrega 0.5 ml de la muestra usando una jeringuilla, se tapa la celda
y se mezcla, finalmente se inserta nuevamente la celda en el espectrofotometro se presiona en

tiempo y se espera 15 segundos y se procede a dar lectura (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.53).

2.9.7. Cuantificacion de minerales (Nitratos)

Se procede a seleccionar el método de analisis de Nitratos, se agrega 10 ml de muestra en la celda
y se agrega el tapon vy la tapa, se inserta la celda en el espectrofotémetro y se encera, después se
retira la ceda y se agrega un sobre del reactivo de nitrato HI93728-0, se tapa y se mezcla la
solucion, se realiza dos mezclas la primera con movimientos de arriba abajo por 10 segundos, y
la otra por 50 segundos con movimientos envolventes y Finalmente se inserta en el
espectrofotometro y se presiona en tiempo y se espera 4 minutos con 30 segundos y se procede a

leer (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.59).
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2.9.8. Cuantificacion de minerales (Potasio)

Se selecciona el método de determinacion de potasio. En la celda se pone 10 ml de las muestras,
posteriormente se agrega 6 gotas del reactivo A de potasio HI93750A-0 se tapa y se mezcla, se
inserta la celda en el espectrofotometro y se procede a encerar, después se retira la celda y se
agrega un paquete del reactivo B de potasio HI93750B-0 se tapa y se mezcla por un minuto y
Finalmente se inserta la celda con la solucion y se presiona en tiempo, y se espera por 3 minutos

y se procede a dar lectura (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.49).
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1.  Ubicacion de los puntos de muestreo en Alao Pungala

Tabla 1-3: Ubicacion de los puntos de muestreo en Alao Pungala

Identificacion de la  COORDENADAS ALTITUD  EXACTITUD
muestra
E N

Muestra 01 78492908 -1.885844 3277m 0m
Muestra 02 -78.494447  -1.887668 3276 m 10.5m
Muestra 03 -78.495698  -1.885158 3275m 10m
Muestra 04 -78.497377  -1.887263 3272m 10.5m
Muestra 05 -78.498751  -1.885253 3270m 10m

Realizado por: Duchi B, 2022

3.2. Bacterias Acido Lacticas

3.2.1. ldentificacion morfoldgica de las Bacterias Acido Lacticas.

Las caracteristicas morfoldgicas de 6 especies identificadas de BAL, que involucran el color,

tamafio, forma, se muestran en la tabla 2-3

Tabla 2-3: Morfologia de las especies aisladas de BAL

# ESPECIE FORMA COLOR SUPERFICIE

1 Circular Crema Céncavo
2 Irregular Blanca Codncavo
3 Irregular Crema Liza
4 Irregular Crema Convexo
5 Circular Crema Liza
6 Irregular Blanca Convexo

Realizado por: Duchi B, 2022
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De lo observado la especie 1 tuvo una forma circular, color crema y superficie concava; la especie
2 de forma irregular, de color blanco y superficie concavo; registrandose similares caracteristicas
de esta Ultima especie, para las especies 3,4,5,6 en cuanto a su forma y color, mientras que varian
en su superficie. Los resultados de la presente investigacion son similares a los reportados por
(Cortez, Rodrigo & Aranguren, 2014, pp.5-6), y (Ortiz, 2006, p.45) en su estudio sobre aislamiento e
identificacion de bacterias acido lacticas a partir de productos lacteos, el cual describe color crema

0 blanco; forma circular, irregular o puntiforme y superficie convexa o cdncava.

3.2.2.  Pruebas Bioquimicas de las especies aisladas de Bacterias acido LActicas

En la identificacion bioquimica realizada en el Laboratorio de Ciencias bioldgicas de la Facultad

de Ciencias Pecuarias se obtuvieron los siguientes resultados como se describe en la tabla 3-3

Tabla 3-3: Identificacion bioguimica de especies aisladas BAL

ESPECIE TINCION CATALASA  OXIDASA K(OH)

1 + - - -
2 + - - -
3 + - - -
4 + - - -
5 + + + -
6 + - - -

Realizado por: Duchi B, 2022

De las 6 especies de BAL identificadas, fueron en su totalidad Gram positivas, de acuerdo a las
pruebas bioquimicas bésicas realizadas, las especies 1, 2, 3, 4, 6; dieron negativo a oxidasa y
catalasa a excepcion de la especie 5, que resultd la prueba positiva. Resultados similares a los
registrados por (Almeida, 2017, p.28) citado por (Vargas, 2018, p.57), €n su investigacion sobre evaluacion
microbioldgica del queso en Latacunga , lo cual es importante resaltar para que una bacteria sea
considerada acido lactica debe ser Gram positiva y las pruebas para catalasa y oxidasa deben ser

negativas.

En relacion a la prueba hidréxido de potasio, las especies 1, 2, 3, 4, 5y 6, la reaccion fue negativa,

Con el que concuerdan por el criterio de (Latorre, 2011, p.28) y (Almeida, 2017, p.28), que consideran
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que estas cepas sean considerados Gram positivas debe ser negativo a esta reaccion, de acuerdo
en su investigacion titulada caracterizacion bioguimica y tecnolégica de cepas acido lacticas

De igual manera, (Sanchez y Ochoa, 2016, p.8) luego de realizar su investigacion sobre ldentificacion
de lactobacillus en el tracto digestivo de un cerdo, manifiestan que las bacterias acido lacticas
deben tefiirse de azul, para que puedan ser consideradas como tal, criterio similar a lo encontrado

en la presente investigacion.

3.2.3.  Prueba de movilidad.

En la prueba realizada sobre la movilidad todas las bacterias acido lacticas no presentaron turbidez
en el medio semisélido (SIM) a excepcion de la quinta especie. De acuerdo al estudio realizado
por (Chasy, 2015, p.28), no encontro turbidez al aislar BAL, lo cual coincide con el resultado de la
presente investigacién. Siendo un indicador la ausencia de turbidez para que sea considerada
como BAL.

3.2.4. Prueba de fermentacién de azucares

La prueba de fermentacion de azlcares ayuda a la identificacion de las especies de Bacterias acido
Lacticas que pueden existir en el suelo de bosque primario de Pungala (Alao), las cuales pasaron
todas las pruebas anteriores de oxidasa, catalasa y movilidad a excepcion de la especie 5,
descartandolo para este tipo de prueba y asi la especie 6 se lo afiadié como la cepa quinta.

Obteniéndose los siguientes resultados como se describe en la tabla 4-3

Tabla 4-3: Resultados de la prueba de fermentacion de azucares

ESPECIE GLUCOSA FRUCTOSA LACTOSA MANITOL MALTOSA SIM
1. L curvatus + + - - +
2. L. rafinolactis + + + + +
3. B. angalatum - + + - +
4. E. faecium + + + - +
5. L. plantarum + + + + +

Realizado por: Duchi B, 2022
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de fermentacién de azlcares; la especie 1
proporciono resultados positivos a las reacciones de fructosa, maltosa, glucosa y negativo a
manitol y lactosa, por lo que se presume que corresponde a Lactobacillus curvatus, de acuerdo a
los resultados obtenidos por (Garcia, 2007, p.70), (Huang et al., 2020, p.3) Y (Ahmad et al., 2018, p.3), en su
investigacion sobre la Identificacion de Bacterias acido lacticas y Lactobacillus; la especie 2 dio
positivo a los sustratos de lactosa, maltosa, glucosa, fructosa y manitol, posiblemente corresponda
al género de Lactococcus rafinolactis; concordando con los resultados realizados por (Garcia, 2007,
p.70) Y (Coman et al., 2019, p.1252), en su estudio sobre fermentacion de carbohidratos con bacterias;
la especie 3 negativo a glucosa y manitol y positivo a fructosa, lactosa y maltosa, lo cual se
sospecha que pertenezca a Bifidobacterium angulatum; siendo también resultados similares a los
reportados por (Garcia, 2007, p.70) Y (Coman et al., 2019, p.1252); la especie 4, positivos a lactosa,
fructosa, maltosa y glucosa, y negativo a manitol, por lo que se presume que corresponda a
Enterococcus faecium; concordando con los resultados obtenidos por (Salazar et al., 2010, p.60) Y
(Huang et al., 2020, p.3); especie 5, positivos a los sustratos como la lactosa, fructosa, maltosa,
glucosa y manitol, posiblemente corresponda al género de Lactobacillus plantarum, por lo que
coincide con los resultados encontrados por, (Peralta, 2014, p.47), y (Ahmad et al., 2018, p.3), €n Su
estudio sobre ldentificacion de lactobacillus.

3.3. Bacterias Acéticas.

3.3.1. Ildentificacion Morfoldgica de las Bacterias Acéticas.

Las caracteristicas morfol6gicas de 2 especies identificadas de BA, que involucran el color,

tamafio, forma, se muestran en la tabla 5-3

Tabla 5-3: Morfologia de las especies aisladas de Bacterias acéticas

# ESPECIE FORMA COLOR SUPERFICIE
6 Circular Crema-blanco Lisa brillante
7 Irregular Beige Lisa brillante

Realizado por: Duchi B, 2022

De lo observado la especie 6 tuvo una forma circular, de color crema-blanco y superficie brillante,
la especie 7 posee una forma irregular de color beige y con la misma superficie de la anterior; por

lo que los resultados obtenidos de la presente investigacion concuerdan con (Porcel, 1947, p.4), €n
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su estudio morfoldgico, fisioldgico y bioquimico de bacterias acéticas, lo cual, afirma que para
identificar morfoldgicamente a las bacterias Acéticas deben tener un color crema o blanco, formas

alargadas, filamentosas, puntiforme o irregular y superficies lisas. (con ramificaciones).

3.3.2.  Pruebas Bioquimicas de las especies aisladas

En la identificacion bioquimica realizada en el Laboratorio de Ciencias biolédgicas de la Facultad

de Ciencias Pecuarias se obtuvieron los siguientes resultados como se describe en la tabla 6-3.

Tabla 6-3: Identificacion bioquimica de especies aisladas

de Bacterias acéticas

# ESPECIE TINCION CATALASA OXIDASA

7 - + -
Realizado por: Duchi B, 2022

De las 2 especies de BA identificadas, fueron Gram negativas, de acuerdo a las pruebas
bioquimicas basicas realizadas, las especies 6 y 7; dieron negativo a oxidasa y positivo a catalasa.
Resultados similares a los registrados por (Salazar, 2017, p.4). En su trabajo de titulacion sobre
Aislamiento y caracterizacion de microorganismos, lo cual para que sea considerada bacteria

acética debe ser catalasa positiva, oxidasa negativa y Gram negativo.

3.3.3.  Prueba de fermentacion de azucares de las BA

La prueba de fermentacion de azlcares ayuda a la identificacion de las especies de Bacterias
Acéticas que existe en el suelo de bosque primario de Pungala (Alao) las cuales pasaron las
pruebas anteriores de oxidasa, catalasa, y tincién gran obteniéndose los siguientes resultados

como se describe en la tabla 7-3.

Tabla 7-3: Pruebas bioquimicas en B. Acéticas Fermentacion de azucares

# ESPECIE  GLUCOSA FRUCTOSA LACTOSA DEXTROSA H2S
6 + + - - -
7 + + - - -

Realizado por: Duchi B, 2022

39



De acuerdo a los resultados conseguidos en la prueba de fermentacion de azlcares, las especies 6
y 7 proporcionaron resultados positivos a los sustratos como la glucosa, fructosa, y negativo a
dextrosa y &cido sulfhidrico, siendo resultados similares a los obtenidos por (Salazar, 2017, p.66), en
su estudio realizado sobre caracterizacion de microorganismos, los cuales tanto la especie 6 como

la especie 7 posiblemente pueden pertenecer al género A. ghanensis, A. oeni, y A. aceti.

3.4. Levaduras.

3.4.1. ldentificacion Morfoldgica de Levaduras.

Las caracteristicas morfoldgicas de 2 especies identificadas de Levaduras, que involucran el color,

tamafio, forma, superficie, se muestran en la tabla 8-3

Tabla 8-3: Morfologia de las especies aisladas de levaduras

# ESPECIE FORMA COLOR SUPERFICIE
8 Circular blanco Lisa
9 Irregular Crema Lisa

Realizado por: Duchi B, 2022

De lo observado la especie 8 posee una forma circular, de color blanco y superficie lisa, mientras
gue la especie 9 con una forma irregular, de color beige y superficie lisa, resultados que son
similares a los reportados por (ECUARED, 2007, p.5) y (Salazar, 2017, p.34); En su trabajo de titulacion
sobre aislamiento y caracterizacion de microorganismos. Para indicar que las levaduras
morfol6gicamente deben tener un color crema o blanco, forma circular u ovoide, piriforme,

cilindrica, e incluso alargada, irregular, con superficie lisa.

3.4.2. Pruebas Bioguimicas de las especies aisladas

La identificacion bioquimica de levaduras estudiadas se muestra en la tabla 9-3.
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Tabla 9-3: Pruebas bioquimicas en Levaduras Caldo YPD

24 H 48 H

ESPECIE FERMENTACION pH. FERMENTACION pH.

8 Presencia 5 Presencia 5

9 Presencia 5 Presencia 4,5
Realizado por: Duchi B, 2022

La identificacion bioguimica de las levaduras estudiadas se muestra en la tabla 9-3; la cual revela
que para la especie 8 y 9 dio una reaccién positiva a la fermentacion ya que medio se torné
amarillo claro, con un pH de 5 y 4.5. Resultados que concuerdan con los reportados por (Orellana,
2021, p.67) y (Salazar, 2017, p.34), en su estudio sobre fermentacion de levaduras extraidas de una fruta.

De acuerdo a las reacciones producidas se estima que el género es Saccharomyces.
3.4.3. Prueba de fermentacion de azucares de levaduras

Tabla 10-3: Pruebas bioguimicas de levaduras en Fermentacion de azlcares

ESPECIE GLUCOSA FRUCTOSA LACTOSA DEXTROSA H2S

9 + + - + -
Realizado por: Duchi B, 2022

De acuerdo a los resultados revelados en la tabla 10-3, la especie de levadura 8 y 9 tuvieron una
reaccion positiva a glucosa, fructosa, dextrosa, pero negativa para lactosa y acido sulfhidrico.
Resultados similares a los obtenidos por (Arias et al., 2019, p.52), en su estudio realizado sobre
identificacion morfoldgica, fisioldgica y molecular de levaduras, por lo que la especie 8, como la
especie 9 probablemente pertenezcan a los géneros de Saccharomyces cerevisiae, S. pastorianus

y S. carisbergensi.
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3.5.  Andlisis fisicos quimicos del suelo

Tabla 11-3: Estadistica descriptiva del suelo del bosque primario de Pungala Alao

MEDIA DESVIACION MINIMO MAXIMO
ESTANDAR
pH 6,94 + 0.14 6.74 7.2
Humedad % 9,30 + 1.05 8.11 12.24
Cenizas % 90,82 + 1.10 87.73 92.46
Materia Organica % 9,17 + 1.10 7.53 12.26
Nitrégeno % 0,22 + 0.09 0.06 0.37
Nitratos (mg/L) 3,23 * 1.16 1.90 5.30
Potasio (mg/L) 1,25 + 0.96 0.50 3.20
Magnesio (mg/L) 42,20 + 8.89 27 56

Realizado por: Duchi B, 2022

351, pH

De acuerdo a lo que indica la tabla 11-3, el pH del suelo de bosque primario de la Parroquia
Pungala posee un valor de 6,94 0,144, registrandose variaciones de 6.72 a 7.2, lo cual se
considera una concentracion neutra segin lo manifestado por la (FAO y MAG, 2013, p.23). Resultados
similares a los encontrados en los estudios realizados por (Milagro, 2019, p.46), (6,6 a 7,3 ) en suelos
de bosques, y (Patifio, 2018, p.40), (6.87) en un suelo de bosque primario de Palictahua por lo tanto

se consideran pH neutros.

3.5.2. Humedad

De acuerdo a los analisis fisicos quimicos del suelo de bosque primario de Pungala, posee una
humedad de 9,30%, +1.05, registrandose variaciones de 8.11 a 12.24, como lo pueden apreciar
en la tabla 11-3. Determin&ndose que estos valores son inferiores a los reportados por (Amaguaya,
2015, p.65), en un estudio realizado en un suelo de bosque primario en Alausi, el cual identificd
un porcentaje de 52,72, esto debido posiblemente a que la humedad relativa es diferente y por el
tipo de suelo, ya que el suelo de Alao Pungala es arenoso a diferencia del suelo de Alausi que es

franco limosa.
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3.5.3. Cenizas

Con lo referente al andlisis de cenizas se obtuvo un valor de 90.82%, +1,10. variando de 92.46 a
87.63, como lo revela la tabla 11-3, el cual comparando los resultados obtenidos en la presente
investigacion con el estudio realizado por (Allauca, 2022, p.61) en su investigacion elaborado en un
suelo de bosque primario en el cantdn Bafios obtuvo un porcentaje de cenizas de 22.12%, sin
embargo, en otra investigacién realizada en un bosque primario del canton Cumanda por (Delgado,
2022, p.57) identifico un 50% de cenizas con lo que se aproxima con la investigacion realizada en
el bosque de Pungala Alao.

El porcentaje de cenizas fue elevado, posiblemente por la presencia de minerales (oro),
encontrado en las muestras del suelo al momento de la calcinacion y a altas temperaturas en la
mufla a 550°C.

3.5.4. Materia organica

De acuerdo a lo que indica la tabla 11-3. la cantidad de materia orgénica fue de 9,17%, +1,10.
registrandose diferenciaciones de 12.26 a 7.43, que se considera una concentracion alta, por lo
manifestado por la (FAO y MAG, 2013, p.19), donde afirman que mayor de 3% es alto en Materia
Organica, mientras que es inferior al reportado por (Amaguaya, 2015, p.62), en su estudio en bosques
primario en Alausi. ya que obtuvo un 22.20%, esto probablemente por los diferentes tipos de

suelo.

3.5.,5. Nitrégeno

La cantidad de nitr6geno encontrado en el presente estudio fue de 0,23% 20,09, de acuerdo a lo
que indica la tabla 11-3, que se considera una concentracién media; de acuerdo a lo manifestado
por (FAO y MAG, 2013, p.19) que considera que valores 0,15 al 0,25%, son rangos medios; mientras
que son valores superiores a los reportados por (Quinto, 2016, p.64) en su estudio realizado en un
bosque primario en Perd que obtuvo un 0.17%, esto debido a la presencia de materia organica en

concentraciones elevadas.

3.5.6. Nitratos

Con los datos obtenidos se verifico que los nitratos del suelo en estudio poseen un valor de 3,23
mg/L +1,15 registrandose variaciones de 0.90 a 5.30, de acuerdo a lo que indica la tabla 11-3. En

cuanto a la cantidad de nitratos encontrados en el presente estudio, se ratifico que los datos
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obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por (Guzmén, 2015, p.45) que afirma que la
cantidad de nitratos NO3 encontrados en el suelo del bosque de encino en México present6 una
concentracion de 5,77 mg/Kg, siendo similar al dato obtenido en el bosque primario de Pungala.

3.5.7. Potasio

Con los estudios realizados se logré identificar que la cantidad de potasio existente en el suelo de
bosque primario de Pungala es de 1,25 mg/L, £0.96 registrandose diversificaciones de 0.50 a 3.20
como lo pueden apreciar en la tabla 11-3, la cantidad de potasio encontrado en el presente trabajo
tiene similitud con los datos obtenidos por (Herrera, 2016, p.61), en su estudio realizado sobre suelos

gue encontrd una cantidad de 4,5 mg/L.

3.5.8. Magnesio

En cuanto a la cantidad de magnesio obtenido en el suelo de bosque primario de Pungala adquiri6
una cantidad de 42,20 mg/L, £8.89 variando de 27 y 56, tal como se les puede apreciar en la tabla
11-3, en cuanto a la cantidad de magnesio encontrado no concuerda con estudio realizado en un
suelo de bosque primario del Recinto de JAUNECHE” por (Herrera, 2016, p.66) que fue de 143 mg/L,
lo que significa que el bosque primario de Pungala Alao posee una cantidad baja de este tipo de

mineral, esto posiblemente por una mayor cantidad de minerales encontrados en el suelo.
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CONCLUSIONES

Al aislar bacterias acido lacticas, acéticas y levaduras, mediante las pruebas bioquimicas se
hallaron que las BAL dieron positivos, a tincion Gram, y negativos a oxidasa, catalasa; las
bacterias acéticas positivo a catalasa, pero negativo a oxidasa y tincion Gram, y las levaduras
positivo para caldo YPD, por lo que considera que cada una de las especies aisladas son del género

ya antes mencionado.

Al realizar la identificacion de las especies aisladas, se concluye que las Bacterias acido lacticas
pueden pertenecer al género Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, las BA al género
Acetobacter y Levaduras al género Saccharomyces, por la prueba de fermentacion de azucares

antes realizada que los identifican a los géneros ya antes indicados.

De acuerdo a los andlisis fisicos quimicos del suelo de bosque primario de Pungala se registraron
un pH de 6.94, humedad higroscopica de 9,30%, cenizas 90.36%, materia organica 9.30%,
nitrégeno 0.23%, nitratos 3,23 mg/L, potasio 1,25 mg/L, y magnesio 42,20 mg/L por lo que
significa que el suelo de bosque Primario de Pungala posee un rango elevado de minerales, de
acuerdo a lo que establece la FAO en bosques de la Republica de Paraguay.
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RECOMENDACIONES

Con el afan de haber una mayor exactitud en cuanto a las pruebas bioquimicas de las especies
aisladas en el suelo de bosque primario de Pungala Alao, se propone la utilizacién de pruebas API
CHL 50 especifica para los microorganismos aislados, o la utilizacion de un PCR, o un agar

especifico, los cuales ayudarian con mas exactitud a una mejor identificacion.

Realizar este tipo de investigacién en otros tipos de bosques que no sean Primarios para
determinar la existencia de una mayor cantidad de microorganismos benéficos Utiles en la
biotecnologia y Agroindustria. Se deberia realizar con los microorganismos aislados més pruebas

de uso alimentario para conocer a fondo si son de uso Agroindustrial alimentaria o no.
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ANEXOS

ANEXO A: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR MRS

Composicion

Instrucciones

Proteasa peptona N.° 3
Extracto de carne
Extracto de levadura
Dextrosa

Citrato de amonio
Polisorbato 80
Acetato de sodio
Citrato de amonio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso

Agar

10,09
10,09
5,09
20,049
2,09
109g
5,09
2,09
0,19
0,05g
15,09

1. Suspender 70 g en un litro de agua

destilada.

2. Reposar 5 minutos y mezclar
calentando a ebullicion durante 1 6 2

minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

pH final: 6.5+ 0.2

ANEXO B: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO MRS

Composicion

Instrucciones

Proteasa peptona
Extracto de carne
Extracto de levadura
Dextrosa

Dipotacio de fosfato
Tween 80

Acetato de sodio
Citrato de amonio
Sulfato de magnesio

Sulfato de manganeso

10,09
10,09
5,09
20,0 g
204g
109
5,0g
2,0g
0,1g
0,059

pH final: 6.5+ 0.2

1. Suspender 55,15 g en un litro de agua
destilada.

2. Reposar 5 minutos y mezclar calentando

a ebullicién durante 1 6 2 minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.




ANEXO C: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR ACETOBACTER GLUCOSA

Composicion Instrucciones

Extracto de levadura 10,09 1. Suspender 38 g en un litro de agua
Glucosa 309 destilada.

Citrato de amonio 209 2. Reposar 5 minutos y mezclar
Carbonato de calcio 10,09 calentando a ebullicién durante 1 6 2
Agar 15,09 minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15

pH final: 7.4 £ 0.2

minutos a 121 °C.

ANEXO D: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR SABORAU DEXTROSA

Composicion

Instrucciones

mezcla de peptona y triptona 10,09
Dextrosa 40,09
Agar 15,09

pH final: 5.6 £ 0.2

1. Suspender 65 g en un litro de agua

destilada.

2. Reposar 5 minutos y mezclar
calentando a ebullicion durante 1 6 2

minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

Poner en las cajas Petri a una
temperatura de 45-50°C

ANEXO E: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR POTATO DEXTROSA

pH final: 5.6 £ 0.2

Composicion Instrucciones

Infusion de papa 4,09 1. Suspender 39 g en un litro de agua
Dextrosa 20,09 destilada.

Agar 15,09 2. Reposar 5 minutos y mezclar

calentando a ebullicion durante 1 6 2

minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15

minutos a 121 °C.




ANEXO F: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO POTATO DEXTROSA BROTH

Composicion Instrucciones

Infusion de patatas 200,09 1. Suspender 70 g en un litro de agua
Dextrosa 20,09 destilada.

Agar 15,09

2. Reposar 5 minutos y mezclar
calentando a ebullicion durante 1 6 2

minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante 15

pH final: 5.1+0.2 minutos a 121 °C.

ANEXO G: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO YPD

Composicion Instrucciones

Extracto de levadura 10,0g | 1. Suspender 70 g en un litro de

Dextrosa 20,0 g | agua destilada.

Peptona 20,09 | 2. Reposar 5 minutos y mezclar

Cloranfenicol 0.59 | calentando a ebullicién durante 1
0 2 minutos.

3. Esterilizar en autoclave durante
15 minutos a 121 °C.

pH final: 6.5+ 0.2

ANEXO H: ESTADISTICA DESCRIPTIVA pH DEL SUELO BOSQUE PRIMARIO

pH
Media 6,942
Error tipico 0,037
Mediana 6,96
Moda 6,8
Desviacion estandar 0,144
Rango 0,46
Minimo 6,74

Méaximo 7,2



Suma 104,13
Cuenta 15

ANEXO |: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA HUMEDAD DEL SUELO BOSQUE
PRIMARIO

%HUMEDAD

Media 9,30
Error tipico 0,210
Mediana 8,998
Moda #N/D

Desviacion estandar 1,050
Rango 4,137
Minimo 8,110
Maximo 12,247
Suma 232,380
Cuenta 25

ANEXO J. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE CENIZAS DEL SUELO DE BOSQUE
PRIMARIO

%CENIZAS

Media 90,8220
Error tipico 0,2208
Mediana 91,1753
Moda #N/D

Desviacion estandar 1,1040
Rango 4,7290
Minimo 87,7370
Maximo 92,4660
Suma 2270,5505

Cuenta 25




ANEXO K: ESTADISTICA DESCRIPTIVA MATERIA ORGANICA DEL SUELO DE

BOSQUE PRIMARIO.

%MATERIA ORGANICA

Media

Error tipico
Mediana

Moda

Desviacion estandar
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

9,178
0,22079504
8,8247

#N/D
1,10397519
4,72896441
7,53400143
12,2629658
229,449501
25

ANEXO L: ESTADISTICA DE NITROGENO DEL SUELO DE BOSQUE PRIMARIO

%NITROGENO

Media 0,227
Error tipico 0,024
Mediana 0,243
Moda #N/D

Desviacion estandar 0,092
Rango 0,313
Minimo 0,056
Maximo 0,369
Suma 3,411
Cuenta 15

ANEXO M: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA CANTIDAD DE NITRATOS EN EL
SUELO DE BOSQUE PRIMARIO
NITRATOS Mg/L

Media 3,233
Error tipico 0,299
Mediana 2,8



Moda 2,5

Desviacion estandar 1,1561
Rango 3,4
Minimo 1,9
Maximo 5,3
Suma 48,5
Cuenta 15

ANEXO N: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA CANTIDAD DE POTASIO EN EL
SUELO DE BOSQUE PRIMARIO
POTASIO (K) mg/L

Media 1,253
Error tipico 0,248
Mediana 0,9
Moda 0,5
Desviacion estandar 0,961
Rango 2,7
Minimo 0,5
Maximo 3,2
Suma 18,8
Cuenta 15

ANEXO O: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA CANTIDAD DE MAGNESIO DEL
SUELO DE BOSQUE PRIMARIO
MAGNESIO (Mg) mg/L

Media 42,200
Mediana 41
Moda 36
Desviacion estandar 8,8898
Rango 29
Minimo 27
Maximo 56
Suma 633

Cuenta 15




ANEXO P: LUGAR Y REALIZACION DEL MUESTREO

&

ANEXO R: SIEMBRA LOS MICROORGANISMOS EN LOS AGARES ESPECIFICOS




ANEXO S: AISLAMIENTO Y CONTEO DE LAS ESPECIES

ANEXO T: SELECCION DE ESPECIES MAS TINCION GRAM

IMAGEN

CODIGO | DILUCION
DE LA

MUESTRA
M1R1 10°




M2R2 10°
M2R3 10°
M4R3 10°
M4R4 10°

RESULTADOS DE TINCION GRAM




M3R5 10°
M5R2 10°
M2R4 10°
M2R1 10°
M2R5 10




M3R1 10°
M1R2 10
M5R4 10°
M4R2 10°




Agar: MRS

Caodigo de muestra: M4R3
Dilucién: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Bacilos gran positivos.

Agar: MRS
Cddigo de muestra: M3R5
Dilucién: 10
Lente: 100X
Descripcion: Cocos gran positivos.

Agar: MRS

Cddigo de muestra: M4R4
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Cocos gran positivos

Agar: MRS

Cddigo de muestra: M2R3
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Cocos gran positivos




Agar: MRS

Cddigo de muestra: M5R2
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Cocos gran positivos

Agar: Acetobacter glucosa

Cddigo de muestra: M5R4
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Bacilos gran negativos

Agar: PDA

Cddigo de muestra: M3R1
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Cocos gran positivos

Agar: MRS
Cddigo de muestra: M1R1
Dilucion: 10

Lente: 100X
Descripcion: Bacilos gran positivos

G b
Agar: Acetobacter glucosa
Cddigo de muestra: M4R2
Dilucion: 10°
Lente: 100X
Descripcion: Bacilos gran negativos

% ) o

Agar: PDA

Caddigo de muestra: M1R2
Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Cocos gran positivos




ANEXO U: CONTEO DE LAS PLACAS IDENTIFICADAS DE LAS BAL

TOTAL,

MUESTRA | CA CM CB COLONIAS UFClg

M1R1 4 1 216,67 21666667
M1R2 2 1 130,00 13000000
M1R5 7 5 455,00 45500000
M2R2 12 9 8 628,33 62833333
M2R3 5 4 2 238,33 23833333
M2R4 13 10 8 671,67 67166667
M3R1 - - - INCONTABLE INCONTABLE

M3R2 - - - INCONTABLE INCONTABLE

M3R5 6 4 3 281,67 28166667
M4R3 4 2 1 151,67 15166667
M4R4 5 4 1 216,67 21666667
M5R1 - - - INCONTABLE INCONTABLE

M5R2 6 3 2 238,33 23833333
M5R5 5 4 2 238,33 23833333

ANEXO V: CONTEO DE LAS PLACAS IDENTIFICADAS DE BA

TOTAL,

MUESTRA | CA CM CB COLONIAS UFClg

M1R2 5 4 2 238,33 23833333
M1R3 4 2 1 151,67 15166667
M2R2 6 2 346,67 34666667
M3R1 - - - INCONTABLE INCONTABLE

M3R3 7 4 3 303,33 30333333
M3R5 4 3 1 173,33 17333333
M4R1 8 6 3 368,33 36833333
M4R2 5 3 2 216,67 21666667
M4R3 - - - INCONTABLE INCONTABLE

M4R4 9 7 4 433,33 43333333
M4R5 5 2 1 173,33 17333333
M5R1 7 3 2 260,00 26000000
M5SR4 5 3 2 216,67 21666667

ANEXO W: CONTEO DE LAS PLACAS IDENTIFICADAS DE LEVADURAS

TOTAL,

MUESTRA | CA CM CB COLONIAS UPC/g

M1R2 4 3 1 173,33 17333333
M2R3 5 3 2 216,67 21666667
M2R4 4 3 1 173,33 17333333
M2R5 4 3 2 195,00 19500000
M3R1 4 2 1 151,67 15166667
M3R4 6 5 2 281,67 28166667
M4R2 6 3 4 281,67 28166667
M5R4 5 4 2 238,33 23833333




ANEXO X: PRUEBAS BIOQUIMICAS APLICADAS A ESPECIES SELECCIONADAS.




ANEXO Y: ANALISIS BROMATOLOGICOS DEL SUELO DE BOSQUE DE ALAO
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