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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar bacterias de la Laguna Negra ubicada en el
Parque Nacional Sangay en la Provincia de Chimborazo. Se tomaron cinco muestras de agua
superficial recogidas en diferentes puntos de la laguna. Para la estimacion de cepas, se
consideraron las diluciones: 10-4, 10-5 y 10-6, se obtuvieron un total de 81 cepas sembradas en
el medio de cultivo PCA (Plate Count Agar ) a temperatura ambiente, 37°C y 45°C . Para
evaluar la estabilidad y adaptacion de las cepas se realizaron tres réplicas de cada una de las
diluciones, inoculadas por la técnica de siembra en superficie en dos medios diferentes:
mantequilla industrial y leche descremada, teniendo como base el medio PCA llevadas a
temperatura ambiente y a 37°C. Se seleccionaron 13 clones debido a que dieron positivos para
las pruebas bioquimicas donde se obtuvo como posibles géneros a Pseudomonas,
Flavobacterium, Microccacea y Psychrobacter. Para la evaluacion de la actividad proteolitica y
lipolitica se realizd a través de métodos cualitativos, mediante una observacion de cambio de
color alrededor de las cepas obteniéndose la presencia de halos de aclaramiento en dos cepas
bacterianas a 13°C. Se concluyd que el agua de la laguna estad compuesta principalmente por
una microbiota de bacterias psicrofilas.

Palabras claves: <CARACTERIZACION DE BACTERIAS>, <MICROORGANISMOS >, <
CULTIVO PCA>, < PSICROFILOS >, <AMBIENTES FRIOS >, <ENZIMAS>
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SUMMARY

The purpose of the current research was to characterize the bacteria present in Laguna Negra
located in Sangay National Park, Chimborazo province. Five superficial water samples were
collected at different points of the lagoon. For the strain estimation, the dilutions: 10-4, 10-5 and
10-6, were considered and a total of 81 strains were planted in a Plate Count Agar (PCA)
growth medium at room temperature, 37 ° C and 45 ° C. To evaluate the stability and adaptation
of the strains, three replications of each one of the dilutions were made and inoculated with the
surface seeding technique in two different media: industrial butter and skim milk, based on the
PCA medium at room temperature and at 37 ° C. 13 clones were selected, since they tested
positive for biochemical tests where some possible genres such as Pseudomonas,
Flavobacterium, Microccacea and Psychrobacter were obtained. The evaluation of the
proteolytic and lipolytic activity was carried out through qualitative methods, with the
observation of color change around the strains, obtaining the presence of clearance halos in two
bacterial strains at 13 °C. It was concluded that the water in the lagoon is mainly composed by a
microbiota of psychrophilic bacteria.

Keywords: <CHARACTERIZATION OF BACTERIA>, <MICROORGANISMS>, <PCA
GROWTH >, <PSYCHROPHILES’>, <COLD ENVIRONMENTS>, <ENZYMES>



INTRODUCCION

En la actualidad la contaminacion ha sido considerada como uno de los factores mas
importantes y significativos a nivel mundial en cuanto a entornos naturales, uno de ellos son los
lagos que se encuentran en altas montafias y con ambientes extremos, que son afectados a

consecuencia de actividades antropicas que alteran el equilibrio de estos ecosistemas.

Las lagunas de origen glaciar y de alta montafia ocupan el nimero mas importante,
encontrandose a una posicion altitudinal entre los 3000 y 3600 msnm (Flores & Rios, 1998, pp. 29-

32).

Durante las Gltimas décadas se ha incrementado la investigacién de microorganismos presentes
en habitats extremos, en especial bacterias y hongos que forman parte de la microbiota del
Avrtico y la Antartida. El interés se debe a que presentan caracteristicas especiales o la capacidad
que tienen sus enzimas, demostrando un gran potencial y como un recurso sustentable a nivel

biotecnoldgico. (Dominguez, 2008, pp. 4-5).

Las enzimas de los microorganismos de habitats frios como los psicréfilos y psicrotolerantes
catalizan reacciones a bajas temperaturas, lo cual hace que tengan un gran potencial de
aplicacién en procesos biotecnolégicos empleados en el ambito industrial. Un ejemplo
biotecnoldgico, es la aplicacion de enzimas hidroliticas como proteasas, lipasas, amilasas y
celulasas, en la formulacion de detergentes, puesto que ofrecen una gran ventaja en cuanto a la
reduccion de consumo de energia y el desgaste textil al llevar a cabo el lavado en frio. Otra
aplicacion es de las del tipo proteasas y queratinasas psicrofilicas en el depilado de pieles y
cueros al eliminar el calentamiento y la necesidad de utilizar compuestos quimicos que afecten

en el ambiente (Cavicchioli, et al., 2011).

En el area ambiental, las lipasas, amilasas y deshidrogenasas de los psicrofilos, se han utilizado
como alternativa a los métodos fisicoquimicos de biorremediacion de sélidos y aguas residuales
contaminados con hidrocarburos, aceites y lipidos empleando métodos y estrategias eficaces
que conllevan a las bacterias a ser tolerantes a condiciones adversas que generan una

contaminacion.



JUSTIFICACION

La aplicacién de la biotecnologia en ambientes considerados extremos permite la busqueda e
identificacion de microorganismos poco frecuentes, especialmente la vida microbiana presentes

en ambientes frios. Capaces de resistir las condiciones drasticas de los procesos industriales,

tanto quimica, farmacéutica y de alimentos. (Oliart. et al., 2016, pp. 79-90)

Ecuador es un pais biodiverso considerado como uno de los paises mas importantes tanto a nivel
faunistico como de flora, por tener una mega diversidad de lagunas en cada una de sus
provincias. Un ejemplo de ella es la provincia de Chimborazo que se encuentra en la region
Sierra, y que se caracteriza por tener un clima frio y una gran diversidad de lagunas como es el
complejo lacustre de Atillo.

La caracterizacion de bacterias de la laguna Negra pretende contribuir al conocimiento de los
ecosistemas microbianos tolerantes a ambientes frios y de agua dulce presentes en la provincia
de Chimborazo que han sido poco estudiados. Organismos psicrofilos y psicrotolerantes
presentan un gran potencial en el &mbito biotecnoldgico ya que sus enzimas permiten que en
sus procesos fisiologicos y ecoldgicos presentan caracteristicas Unicas de proteinas, membranas

Yy sus respuestas genéticas a los cambios térmicos se logren con éxito (Sanchez, 1998).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

» Caracterizar bacterias de la laguna Negra del Parque Nacional Sangay de la provincia de
Chimborazo.

Objetivos Especificos

» Aislar las bacterias mediante cultivos microbioldgicos en ensayos de laboratorio

» Examinar las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de las bacterias aisladas en la
laguna Negra

> Evaluar cualitativamente la actividad proteolitica y lipolitica de las cepas aisladas



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes de la investigacion

Los microorganismos extremofilos antiguamente eran explorados por pocos grupos de
investigadores en todo el mundo, hoy en dia son de gran interés debido a que sus enzimas
presentan una estabilidad térmicay una aceleracion quimica a grandes velocidades que se dan

en su metabolismo (Demirjian. et al., 2001, p. 144) .

Kibori, et al., (1984) realizaron los primeros estudios de microorganismos psicréfilos y sus usos
enzimaticos biotecnologicos en la elaboracion de aditivos emergentes, industria alimentaria,
biorremediacion ambiental, biotransformacion y biologia molecular. Bowman Jet al., (1997, pp.
3068-3078) aislaron bacterias psicrofilas y psicrotrofas de muestras de hielo y agua de la
Antartida. Puguin B. et al, (2014, p. 7061) reportaron una bacteria antartica de tipo psicrofila,
identificada como Pseudomonas sp. Que demostré tener la capacidad de sintetizar

nanoparticulas de telurio, de manera intracelular.

En Ecuador se realizaron investigaciones en lagunas de alta montafia. En la laguna Amarilla
ubicada en el Nevado el Altar localizada en la provincia de Chimborazo se aislaron bacterias
psicrofilas y psicrotolerantes pertenecientes a los géneros Flavobacterium, Shewanella,
Serratia, Micrococcus, Pseudomonas o Psycrobacter.Moreno, (2017, p. 48).Se aislaron e
identificaron bacterias psicrofilas pertenecientes a la clase Gamma-Proteobacteria que
corresponden a las especies Ralstonia eutropha, Pseudomonas spp, Alcaligenes spp,
Staphylococcus warneri, Acinetobacter iwoffii, Pseudomonas putida, Bacillus spp, Moraxella
spp, Pseudomonas fluorecens y Staphylococcus xylosus encontradas en el agua de la laguna de

Quilotoa en la reserva ecoldgica Los llinizas, Provincia de Cotopaxi Escobar,( 2019, p. 6).
12. Bioprospeccién

La bioprospeccién microbiana es el uso de microrganismos a través de procesos biotecnolégicos
como el desarrollo de productos y nuevas fuentes bioldgicas sostenibles viables mediante la
utilizacién de su material genético, enzimas que puedan contribuir de manera beneficiosa,
econdmica y social como una solucion para el medio ambiente y la humanidad (Quezada, 2007).



1.2.1. Aplicaciones de la Bioprospeccion

La bioprospeccion tiene una gran diversidad de aplicaciones que son utilizadas en la actualidad,
ya que se puede llegar a obtener productos rentables con un alto valor potencial, mediante el
uso de métodos amigables que permitan generar alternativas y soluciones ambientales como,
por ejemplo:

Biorremediacién ayuda a la restauracion de aguas, suelos y aire que han sufrido alteraciones

en el ecosistema por algun factor contaminante.

o Biomédica, en la cual se pueden obtener medicamentos, pruebas diagndsticas, vacunas,
biomateriales, biodispositivos médicos, fitoterapia.

e En la industria de alimentos, se pueden obtener ingredientes naturales, bioactivos, alimentos
funcionales, alimentos médicos, pre/probitticos.

e En la industria cosmética, se pueden obtener ingredientes naturales para la elaboracion de
ciertos productos, cosméticos naturales, cosmecéuticos, nutricosméticos.

e En el sector agricola se pueden obtener bioproductos que ayuden a la fertilidad del suelo y a
mantener el estado de ciertos cultivos como: biopesticidas, biofertilizantes, bioplaguicidas,
como a su vez en el sector industrial la obtencién de sustancias para la generacion de
bioplasticos, fabricacion de pinturas, en general para aplicaciones biotecnolégicas (Carranza,
2017, p. 4).

12.2. Ambientes extremos

Los ambientes extremos son aquellos donde las variables fisicoquimicas como temperatura,
salinidad, pH o presién, no condicionan el crecimiento de la mayor parte de los
microorganismos (ContactoS, 2013, p. 6).

En este tipo de ambientes se encuentran microrganismos extremdfilos, que pueden habitar en
condiciones sumamente extremas como a temperaturas altas o bajas, altas concentraciones de
sales, altas presiones e incluso valores extremos de pH; debido a que han desarrollado rutas
metabolicas que hacen que puedan sobrevivir y desarrollarse a estas condiciones (Contactos, 2013,
p.6) (Velasquez A. et al., 2018, p. 10).

12.3. Temperatura en ambientes extremos

Las temperaturas extremadamente bajas o elevadas son utilizadas como uno de los factores
claves y primordiales para la conservacién de microorganismos 0 a su vez un limitante para su
desarrollo.



e A temperaturas extremadamente bajas, la membrana plasmatica y el citoplasma microbiano
disminuyen totalmente el paso de nutrientes, impidiendo que las reacciones enzimaticas
propias del metabolismo puedan realizarse.

e A temperaturas demasiadamente elevadas, inactivan sistemas enzimaticos, desnaturalizando

proteinas y provocando dafios en las envolturas celulares.

Un rango 6ptimo de crecimiento permite que los microorganismos sean capaces de incorporar
nutrientes del medio ambiente, transportarlos por caminos catabolicos y anabolicos necesarios
para el desarrollo y divisién celular. Dando como resultado, el crecimiento de una poblacion

que alcancé su maxima velocidad en ese ambiente (Apella & Araujo, 2005, p. 43) .

1.2.4. Microorganismos psicrofilos

Este tipo de microorganismos presentan una temperatura éptima de crecimiento por debajo de
los 20°C y una temperatura maxima de crecimiento a 0°C. Se encuentran en ambientes
extremamente frios como en regiones polares, sedimentos marinos, agua dulce, marina, suelos
polares, alpinos altos y alimentos congelados. Algunos ejemplos de bacterias psicrofilas son las
que corresponden al género Flavobacterium, y otras especies de habitats distintos a los polares
como Achromobacter, Micrococus y Pseudomonas (Maruyama, 2000, p. 835-846).

La capacidad de los psicréfilos para sobrevivir y desarrollarse a bajas temperaturas en
ambientes permanentemente frios, se debe a la modificacion de su actividad metabolica como :
reduccion a la actividad enzimatica; disminucion de la fluidez de la membrana; transporte
alterado de nutrientes y productos de desecho; disminucion de las tasas de transcripcion,
traduccion y division celular; desnaturalizacion en frio de proteinas; plegamiento inadecuado de

proteinas; y formacién de hielo intracelular (D’Amico, et al., 2006, p. 385-389.).

Algunos de los géneros mas comunes de este tipo de microorganismos son bacterias Gram
negativas del tipo a-, B- y y como Pseudomonas spp y Vibrio spp, el phylum Cytophaga—
Flavobacterium—Bacteriodes; entre los Gram positivos se encuentran especialmente
Arthrobacter sp. y Micrococcus sp. (D’Amico, et al., 2006, p. 385-389).

1.25. Microorganismos psicrotolerantes

Los microorganismos psicrotolerantes pueden crecer a 0°C, pero su temperatura optima de
crecimiento esta entre los 20 a 40°C (Madigan, et al., 2015) . Tienen una distribucién mas amplia ya
que se pueden aislar del suelo y de aguas de climas templados, asi como también de alimentos
congelados como carne, leche y productos derivados (Castillo, 2005, p. 384).



Los géneros mas frecuentemente aislados en ambientes frios dentro de este tipo de

microrganismos se encuentran: Pseudomonas, Psychrobacter y Photobacterium (Yumoto &
Yamazaki, 2013).

1.2.6. Aislamiento de microorganismos

El aislamiento de microorganismos a partir de muestras naturales ya sea de agua o suelo se

realiza mediante la obtencion de colonias aisladas en cultivos solidos, durante un periodo de
incubacion a condiciones ambientales Gptimas necesarias.

Los microorganismos psicrofilos se aislan y se cultivan en medios solidificados y en
incubadoras de baja temperatura. La calidad y cantidad de nutrientes, el valor de pH, la
salinidad y otros factores, deben ajustarse adecuadamente para el habitat desde el cual se toman
los in6culos (Brock & Rose, 1969, p. 164).

A diferencia de los psicrofilos, los psicrotolerantes aislados tienden a ser mas tolerantes al
incremento extremo de temperatura, pero ambos son sensibles al calentamiento llevado a
temperaturas moderadas. Los efectos de estos cambios de temperatura ocasionan dafios en la
membrana celular, pérdida de nutrientes esenciales y otros componentes. Por lo que se
recomienda mantener las muestras congeladas durante el transporte al laboratorio (Russell, 2006,
pp. 1-7).

Los aislamientos microbianos permiten un sustento amplio y significativos en cuanto a estudios

fisiologicos y bioquimicos sobre la supervivencia y adaptacion a ambientes sumamente frios
(Bronwyn Kirby. et al., 2010).

1.2.7. Medios de cultivo

Un medio de cultivo proporciona los nutrientes necesarios y Optimos para el crecimiento
adecuado de los microorganismos en el laboratorio, sean estos suministrados en grandes
cantidades como los macronutrientes: N, C, P y en pequefias cantidades como los
micronutrientes: K, Cu, Ni, Cr, Ni, Mo, Se y Zn acomparfiados con factores de crecimiento como
vitaminas, aminoacidos determinando un balance apropiado para evitar el desarrollo de los

mismos (Latorre, 2007, pp. 22-23).

Podemos distinguir cultivos liquidos y sélidos dependiendo de las caracteristicas que presenten
y del medio que se va utilizar, como también por la disponibilidad de nutrientes (Pares & Juarez,
2012, p. 17), por ejemplo el medio PCA presenta caracteristicas como: la Triptona y Extracto de



Levadura actian como fuentes de nitrgeno y de vitaminas para el crecimiento de los
microorganismos (M elguizo, 2009).

Segun la proporcion de agar:

Liquidos (caldos): No contiene ningdn agente solidificante, permitiendo que los
microorganismos crezcan de forma répida, gracias a la facilidad de moverse y adquirir los
nutrientes en todo el medio (Barrero, 2016, pp. 6-48).

Sélidos: Tienen una proporcion de agar de, aproximadamente, el 1,5% p/v. El crecimiento se

desarrolla solamente en la superficie del medio. Estos medios pueden depositarse en placas de
Petri 0 en tubos de ensayo. (Barrero, 2016, pp. 6-48).

Semisolidos: Son aquellos que contienen una proporcién de agar inferior al 0,5%p/v. Son
utilizados para realizar pruebas bioquimicas y de movilidad. (Barrero, 2016, pp. 6-48).

Segun su utilidad:

Nutritivos: permiten el crecimiento de la mayoria de los microorganismos, por ser muy
comunes, un ejemplo de este tipo de medio es el agua de peptona y el caldo de tripticasa-soja.
(Barrero, 2016, pp. 6-48).

De enriquecimiento: medios complejos con nutrientes que benefician el crecimiento de
determinados microrganismos (principalmente heterétrofos exigentes). Ejemplo: extracto de
tejidos de animales o plantas, agar Mosel (Latorre, 2007, pp. 24-25).

Selectivos: presentan componentes que impiden el desarrollo de microorganismos no deseados.
Esto hace que el microorganismo que se desea cultivar lo haga con mayor facilidad. Como
ejemplo, el agar MacConkey contiene cristal violeta, que inhibe el crecimiento de bacterias
grampositivas y hongos, facilitando el desarrollo de bacterias gramnegativas (Barrero, 2016, pp. 6-
48).

Diferenciales: permiten diferenciar dos o mas tipos de bacterias en funcion a su
comportamiento dependiendo del tipo de nutriente que se encuentra en el medio. Por ejemplo, el
agar MacConkey contiene lactosa y rojo neutro (como indicador); las bacterias fermentadoras
de lactosa (lactosapositivas) aparecen de color rosa intenso, mientras que las no fermentadoras
de lactosa son incoloras (Latorre, 2007, pp. 24-25).



1.2.8. Morfologia macroscépica y microscopica
1.2.8.1. Morfologia microscopica

Dentro de las caracteristicas morfoldgicas principales que presentan los microorganismos se
encuentran su tamario y forma:

Tamafio: Oscilan entre los 0.5um y 3 um, aunque en algunos tipos pueden llegar a medir 10
pm.

Forma: determinada por la rigidez de la pared celular, dentro de los tres tipos de morfologia se

encuentran: cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o bastones rectos - curvos) y espiral
(Pirez, 2006, p. 24).

Dentro de la morfologia microscopica de acuerdo a su forma se encuentran:

Cocos: Son bacterias que presentan mayor diversidad de agrupaciones debido a su crecimiento y
a la tendencia de sus células a permanecer unidas después de su division celular.

Bacilos: no forman agrupaciones tan complejas como los cocos, se presentan en pares
(diplococos) o cadenas (estreptobacilos).

Espirilo: sin agrupaciones, el niamero de vueltas del espirilo es caracteristico de la especie
(Garcia, 2004, pp. 42-43).

Figura 1-1: Agrupaciones de las bacterias
Fuente: (Garcia, 2004)



1.2.8.2. Morfologia macroscopica

La morfologia macroscopica de un cultivo puro permite observar ciertas caracteristicas a simple
vista después de haber sido aisladas correctamente y sembradas en un medio de cultivo dentro
de un lapso de 36 a 48 horas (Ospina, 1981, pp. 24-35).

Dentro de estas caracteristicas tenemos las siguientes:
Forma: puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, ahusada.

Elevacion: plana, elevada, convexa, pulviniforme (forma de almohada), en forma de boton,
umbilicada.

Borde: liso o continua, ondulado, lobulado, corroido, filamentos, encrespado.
Color: blanca, amarilla, negra, beige, naranja.

Superficie: brillante, mate, otras.

Densidad: opaca, translucida, transparente.

Consistencia: untuosa 0 mantecosa, membranosa, quebradiza (Ospina, 1981, pp. 24-35).

1.2.9. Identificacion Microbiana

1.2.9.1. Tincién diferencial de Gram

Una de las técnicas que permite observar la morfologia y clasificar a las bacterias de acuerdo a
la pared celular que presentan, en dos grupos: Gram positivas y Gram negativas, a excepcion de
bacterias carentes de pared como los micoplasmas y bacterias muy pequefias como las
espiroquetas (Porres & Ruiz, 2018, p. 35).

1.2.9.2. Pared celular de las bacterias Gram Positivas

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular compuesta por varias capas de
peptidoglucano lo que hace que presenten una estructura gruesa Y rigida, posee acidos técnicos
compuestos por un alcohol y fosfato (lipoteicoico y teicoico mural); estos &cidos cumplen
funciones esenciales: previenen la ruptura de la pared celular y por ende el riesgo que se genere
una lisis a su vez también permiten la identificacion de bacterias mediante ciertas pruebas de
laboratorio (Tortora, et al., 2007, pp. 87-88).
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1.2.9.3. Pared celular de las bacterias Gram Negativas

La pared de las bacterias Gram negativas esta formada por una capa de peptidoglucano unido a
lipoproteinas (lipidos unidos a proteinas) mediante enlaces covalentes y una membrana externa
compuesta por polisacaridos (LPS), lipoproteinas y fosfolipidos. La membrana cumple
funciones especializadas como: debido a su carga negativa dificulta la fagocitosis y la lisis de

las células; actla como barrera impidiendo el paso de ciertos antibiéticos de enzimas digestivas,
de detergentes, metales pesados y ciertos colorantes (Tortora, et al., 2007, pp. 87-88).

1.2.9.4. La pared celular y el mecanismo

La pared celular de las bacterias Gram positivas retienen el colorante violeta de genciana
tiféndose de color violeta oscura o purpura, la capa peptidoglucano es gruesa, el espacio
perisplasmatico y membrana externa permanecen ausentes, mientras que el contenido de LPS
(lipolisacarido) es nula.

La pared de las bacterias Gram negativas retienen la safranina y se tifien de color rosa, la capa
es delgada aqui el espacio perisplasméatico y membrana externa permanecen presentes, y el
contenido de LPS es elevado (Tortora, et al., 2007, pp. 87-88).

1.2.10. Pruebas bioquimicas

Permiten identificar la actividad metabdlica que tienen las cepas bacterianas puras. Dentro de
este tipo de pruebas se encuentran las rapidas con una lectura menos de 6 horas, las de lecturas
inmediatas y las lentas, con lectura que va entre los 18 a 48 horas dependiendo de la incubacion
previa que se le dé al microorganismo (Fernandez. et al., 2010, p. 6).

1.2.10.1 Pruebas con lectura inmediata

Catalasa

Enzima propia de la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen
citocromos, a excepcion de Streptococcus. Su funcién es descomponer el perdxido de hidrogeno
(h202) separando el oxigeno libre (Fernéndez. et al., 2010, p. 6).

Interpretacion de resultados:
Positivo: desprendimiento de burbujas de gas Micrococos.

Negativo: Streptococcus.

11



1.2.10.2 Pruebas lentas con lectura de 18 a 48 h:

TSI (Agar triple azucar hierro)

Permite determinar la capacidad que tiene un microorganismo para generar gas y producir H2S,

la fermentacion de los azucares se manifiesta por la produccion de acido. Este tipo de pruebas es
caracteristico de la familia Enterobacteriaceae (Vega. et al., 2019, p. 82).

Interpretacion de resultados:

o Superficie alcalina/profundidad 4acida (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo
solamente fermenta glucosa.

o Superficie &cida/Profundidad é&cida (pico amarillo/fondo amarillo): el microrganismo
fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

e Superficie alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): microorganismo no
fermentador de azucares.

e La presencia de burbujas o ruptura del medio de cultivo indican que el microrganismo
produce gas.

e EI ennegrecimiento del medio indica que el microrganismo produce &cido sulfhidrico
(Britania, 2019, pp. 1-2).

Kligler

Determina la capacidad que tiene un microorganismo para atacar un hidrato de carbono y a su
vez incorporar la produccion de gas o &cido sulfhidrico (Bailon. et al., 2003, pp. 92-223).

Interpretacion de resultados:

o Superficie alcalina/profundidad 4&cida (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo
solamente fermenta glucosa.

o Superficie acida/Profundidad &cida (pico amarillo/ffondo amarillo): el microrganismo
fermenta glucosa y lactosa.

o Superficie alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): microorganismo no
fermentador de azucares.

e La presencia de burbujas o ruptura del medio de cultivo indican que el microrganismo
produce gas.

e EI ennegrecimiento del medio indica que el microrganismo produce &cido sulfhidrico
(Britania, 2019, pp. 1-2).
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SIM (Sulfuro, Indol, Movilidad)

Determina si un organismo es movil o inmdvil, capaz de liberar &cido sulfhidrico mediante la
accion enzimatica de los aminoacidos que contienen azufre: metionina, cistina y cisteina;
finalmente la capacidad de oxidar la molécula del triptéfano, produciendo indol (Bailon. et al.,
2003, pp. 92-223).

Interpretacion de resultados:

Movilidad

Positivo: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra
Negativo: crecimiento solamente en la linea de siembra

Produccion de SH2

Positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo a lo largo de la linea de siembra o en todo el
medio.

Negativo: el medio permanece sin cambio de color.

Prueba de indol

Se agrega al cultivo de 3 a 5 gotas del reactivo de Kovac’s.

Positivo: color rojo.

Negativo: el color del reactivo revelador permanece incoloro-amarillento (Britania, 2019, pp. 1-2).
Urea de Christensen

Determina si un microrganismo tiene la capacidad de hidrolizar la urea mediante la accion de la

enzima ureasa, esta caracteristica es propia de la familia Enterobacteriaceae, especies de los
géneros Klebsiella, Escherichia, Enterobacter, Serratia y Yersinia (Vega. et al., 2019, p. 90).

Interpretacion de resultados:

Microorganismos que hidrolizan la urea: el medio de cultivo es de color rosado-rojizo
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Microorganismos que no hidrolizan la urea: el medio de cultivo permanece de color amarillo
(Britania, 2019, pp. 1-2)

Citrato

Determina si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato como fuente de carbono para su
metabolismo, como a su vez algunas bacterias suministran energia en ausencia de fermentacion

o0 produccion de acido lactico (Vega. et al., 2019, p. 87).

Interpretacion de resultados:

Positivo: Crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta
Negativo: Ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de cultivo (Britania,
2019, pp. 1-2).

Manitol

Utilizado para el aislamiento y diferenciacion de estafilococos, para la determinacion de
Staphylococcus aureus (BD, 2013, pp. 1-3).

Interpretacion de resultados:

Positivo:  Microorganismo fermentadores de manitol colonias de color amarillo

Negativo: Microorganismo no fermentadores colonias rojas rodeadas, o no halo rojizo-purpura
(Britania, 2019, pp. 1-2).

Coagulasa

Determina si un microorganismo tiene la capacidad de coagular el plasma gracias a la accion de
la enzima coagulasa. Se utiliza para diferenciar Staphylococcus aureus (coagulosa positiva) de
otras especies del mismo género (Fernandez. et al., 2010, p. 7).

Interpretacion de resultados

Positivo: presencia de coagulo en el fondo del tubo, diferencia al Staphylococcus aureus

(coagulasa positiva) de otros estafilococos y micrococos.

Negativo: No hay la presencia del coagulo.
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13 Enzimas

Las enzimas son biocatalizadores cuya funcion es catalizar un solo tipo de reaccion gracias a la

especificidad que presenta su estructura tridimensional de la molécula enzimatica, a diferencia
de la mayoria de reacciones quimicas convencionales (Madigan, et al., 2015).

Las enzimas de microorganismos psicrofilos y psicrotolerantes son eficientes especialmente
para compensar la reduccién de las velocidades de reaccion que se dan a bajas temperaturas a
través del mejoramiento en cuanto al nimero de rotacion (kcat) o de la eficiencia fisiologica
(kcat/ Km) (Hoyoux, et al., 2001).

13.1. Tipos de enzimas
1.3.1.1. Lipasas

Pertenecen al grupo de las enzimas hidroliticas, su funcion bioldgica es catalizar la hidrolisis de
triglicéridos con la finalidad de obtener como productos finales &cidos grasas libres y glicerol o

productos intermedios como mono o di glicéridos (Sanchez, 1998, p. 76).

La actividad lipolitica ocurre cuando la enzima se encuentra en la fase organica- acuosa, donde
se produce un fenémeno de absorcion inicial sobre la fase organica, con la formacion de
complejo enzima-substrato y posterior una liberacion de productos en la fase acuosa con la

regeneracion de la enzima (Sanchez, 1998, p. 76).

Tabla 1-1: Aplicaciones biotecnolégicas de las lipasas

Aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas

Reacciones de hidrolisis » Hidrdlisis de aceites vegetales en la industria
quimica

» Inclusion en detergentes para la eliminacion
de manchas de grasas

»  Produccién de aromas y sabores para la

industria alimentaria

Reacciones de sintesis »  Produccion de esteroides para la industria
farmacéutica

»  Sintesis de esteres glucidicos para la industria
cosmética

»  Sintesis de precursores de péptidos

»  Eliminacion de &cidos grasos encargados de
causar la inestabilidad en el sabor de ciertas

mantequillas y aceites

Reacciones de transesterificacion > Preparacion de compuestos netamente puros

Realizado por: Lopez Evelyn, 2019
Fuente: (Sanchez, 1998, p. 8).
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1.3.1.2. Proteasas

Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrolisis total de las proteinas. Gracias
a los avances y a la utilizacion de técnicas analiticas se ha demostrado que las proteasas
conducen modificaciones altamente especificas y selectivas de proteinas, como a su vez el
transporte de proteinas secretoras a través de las membranas puesto que son considerados dentro
de los tres grupos méas grandes a nivel industrial, representando aproximadamente el 60% de la
venta total mundial de enzimas (Kuddus & Pramod, 2012, pp. 330-338.) Y (Hamza, 2017, pp. 1-10).

Son responsables de los procesos que intervienen en la fisiologia normal de la célula, asi como
en condiciones patologicas anormales. Debido a su gran participacion en organismos causantes
de enfermedades, se han convertido en un objetivo potencial en la industria farmacéutica como
por ejemplo: en la elaboracion de farmacos contra el cancer y el SIDA.

Se clasifican, de acuerdo a su sitio catalitico, en proteasas de serina, de cisteina, proteasas
asparticas y metaloproteasas.

Tabla 2-1: Clasificacién de las proteasas de acuerdo a su sitio catalitico

Clasificacion de las proteasas de acuerdo a su sitio catalitico

Proteasas de serina » Presentan un residuo de serina en su sitio
activo

» Responsable del ataque nucleofilico sobre el
carbonilo del enlace peptidico blanco.

»  Utilizada en formulaciones de detergentes.

» Ejemplo: Bacillus licheniformis (Fullana,
2014)

Proteasas de cisteina » El  mecanismo catalitico involucra la
formacién de un intermediario enzimatico

acilado

Metaloproteasas »  Son proteasas neutras

> Presenta un ion catiénico en su sitio activo,
que coordina una molécula de agua y el
oxigeno carbonilico del enlace peptidico.

» La Termolisina, una proteasa extracelular es
secretada por la  Dbacteria  Bacillus

thermoproteolyticus.

Realizado por: Lépez Evelyn, 2019
Fuente: (Fullana, 2014)
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1.3.1.3. Deshidrogenasas

Pertenecen al grupo de las oxido- reductoras que catalizan reacciones de 6xido —reduccién o a
Su vez en ciertos casos incorpora atomos de oxigeno al substrato, utilizan siempre alguna
coenzima como: nucleétidos de nicotinamida (NAD+, NADP+), nucleétidos de flavina (FAD,
FMN), &cido ascorbico (Arias, 2013). Un ejemplo de este se realizd en la cepa Vibrio sp que

catalizo el NADH oxidasa a bajas temperaturas (Takada, et al., 1981).
1.3.1.4. Amilasas

Son enzimas que catalizan al azar la hidrélisis de enlaces glicosidicos -1,4 de polisacaridos
como el almidon y el glicogeno, para producir maltosa, oligosacaridos en varias cadenas
(Maheshwari, et al., 2002). En la industria este tipo de enzimas son de gran importancia ya gue son
utilizados a nivel: textil, papelera y farmacologica, y aunque las fuentes productoras de a-
amilasas incluyen plantas, animales y microorganismos, son las enzimas microbianas las que
encuentran mayor demanda en aplicaciones industriales (Espinel & Lopez, 2009).

1.3.2. Fuentes de especies microbianas

Las enzimas producidas por los microrganismos psicrofilos y psicrotolerantes tienen una gran
complementariedad entre el sitio activo y el substrato por tener un bajo costo energético en
cuanto a su alta actividad especifica que se lleva a cabo a bajas temperaturas (Hernandez, 2012, p.
4). Algunas fuentes de especies microbianas son:

1.3.2.1. Bacterias

La mayoria de las proteasas comerciales, especialmente las de tipo neutras y alcalinos, son
producidos por microorganismos que pertenecen al género Bacillus sp. Las de tipos neutras se
generan a un pH entre 5 y 8, con una termotolerancia netamente baja que hace que se pueda
controlar su reactividad durante la produccion hidrolizada durante la elaboracion de un
alimento. Debido a su velocidad de reaccion intermedia, estas generan menos amargor en las
proteinas alimenticias hidrolizadas a comparacion de las proteinas animales por lo que tienen un
alto valor dentro de la industria alimentaria y cervecera (Rao, et al., 1998, pp. 597-635).

En cambio, las de tipos alcalinas se identifican por su alta actividad a un pH alcalino y su gran
especificidad de sustrato, cuyas propiedades hacen que sean adecuadas para la elaboracion de
detergentes. Un muestra de este tipo de enzima producida por los organismos pertenecientes al
género Pseudomonas sp, Alcaligenes sp y Aeromonas sSp (Sénchez, et al., 2004, pp. 179-186)
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1.3.2.2. Hongos

Los hongos psicrofilicos y psicrotolerantes al igual que las bacterias son una fuente microbiana
muy importante debido a las caracteristicas que presentan en cuanto a su desarrollo y evolucién
para su supervivencia gracias a la produccion de enzimas activas en ambientes frios. (Hassan, et
al., 2016). Un ejemplo de este tipo es el microorganismo psicrotolerante Rhodosporidium
diobovatum, que tiene la capacidad de descomponer la instauracion de acidos grasos para la
funcionalidad de su membrana plasmatica a baja temperatura (Hassan, et al., 2016).

1.3.3. Aplicaciones biotecnoldgicas

Las aplicaciones de enzimas psicrofilicas y psicrotolerantes, actualmente han sido utilizadas en
la industria a nivel mundial tanto como textil, alimentaria, lactea, cervecera, vinicola, limpieza e

incluso en procesos de biorremediacion. (Villalta, 2013, p. 33).

1.3.3.1. Detergentes

En la elaboracion de detergentes se utiliza una gran variedad de enzimas como aditivos:
proteasas, lipasas, a-amilasas cuya funcion es ayudar a la liberacion de material proteico de las
manchas, permiten temperaturas de lavado menores y periodos cortos de agitacion, después del
periodo de enjuagado (Garcia & Montoya, 2017). A Su vez provocan una disminucion del aporte de
energia y una reduccion del desgaste textil (Javed & Qazi, 2016).

1.3.3.2. Industria del cuero

Antiguamente en la elaboracion de cuero no se contaba con procesos adecuados para la
obtencién de este material. Hoy en dia a medida que ha ido avanzando la tecnologia y a base de
estudios realizados se ha implementado el uso de enzimas proteasas alcalinas que proporcionan
y aseguran una absorcion mas réapida de agua y una reduccion del tiempo necesario para el
remojo. Para el tratamiento del depilado se usa proteasas alcalinas con cal hidratada y cloruro de
sodio, permitiendo una gran minimizacion significativa de la cantidad de aguas residuales
generadas. (Rao, et al., 1998).

Otra aplicacion en esta industria es la enzima proteasa alcalina generada por la cepa
Conidiobolus coronatus debido a que se utiliza en operaciones de percutido para la fabricacion
de cuero (Laxman, y otros, 2005). Un mayor uso de enzimas durante el proceso de depilacion y
eliminacion ayuda a tener un ahorro eficaz en cuanto a la energia, asi de esta manera evitar
problemas de contaminacion.
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1.3.3.3. Industria farmacéutica

A través de los afios la industria farmacéutica ha logrado grandes avances biotecnolégicos,
consideradas como una de las industrias que mayor demanda tiene. Actualmente las enzimas
activas en frio como las deshalogenasas que ayudan en la formacién de intermediarios de
farmacos Opticamente puros. Las especies de microorganismos Shewanella y Colwellia son
productores de las PUFAs (acidos grasos poliinsaturados), eficaces para combatir numerosos
trastornos como la aterosclerosis, la diabetes y la hipertension. (Javed & Qazi, 2016).

La mezcla entre la enzima proteasa y amilasa del género Bacillus especie subtilis ayuda a la
eliminacion la placa dental (Banerjee, et al., 2016, pp. 16-24).

1.3.3.4. Cosméticos

En la actualidad, la industria cosmética de China esta utilizando enzimas psicrofilicas en la
fabricacion y mejoramiento de la calidad de sus productos (Javed & Qazi, 2016). Las enzimas
lipasas activas en frio se consideran un factor esencial en la composicion de los triglicéridos
hidréfobos (grasas insolubles en agua) de cadena larga que son componentes atractivos en
varios tensioactivos y algunos productos cosméticos. Cuya composicion ayuda a evitar a que se
genere una irritacion o alergia sobre la piel.

1.3.3.5. Industria alimenticia

La industria alimentaria gracias a la implementacion de procesos quimicos y biotecnoldgicos
facilita el procesamiento de productos como por ejemplo: la elaboracién de la leche a base de la
enzima B-galactosidasa, con la finalidad de reducir la lactosa presente en la misma y a su vez
facilitar una fermentacién de forma rapida en la generacién de glucosa y galactosa (Javeda & Qazi,
2016). Otra aplicacion es la utilizacién de las enzimas amilasa, proteasas psicrozimas para la
elaboracion de productos de panaderia, estas ayudan a que exista una buena calidad de masa,
miga retencion de aromas, gluten y las hemicelulasas presentes en la harina (Javeda & Qazi, 2016).

1.3.3.6. Industria papelera

En la elaboracién de papel al igual que en otras industrias se utilizan enzimas activas en frio que
participan en la catélisis de la madera y otras sustancias lignocelulésicas a dioxido de carbono,
agua y sustancias humicas. A demas son empleados en procesos biotecnologicos en procesos de
separacion microbiana y como biosensores para el analisis de superficies de fibra de pulpa (Javed
& Qazi, 2016)
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CAPITULO 1l

2. MARCO METODOLOOGICO

2.1.  Hipotesis y especificacion de las variables

2.1.1. Hipotesis

En la laguna Negra de la provincia de Chimborazo, existen bacterias con actividad enzimatica
que pueden ser aisladas y caracterizadas en el laboratorio.

2.1.2. Variables
2.1.2.1. Variable dependiente

Presencia de bacterias con actividad enzimatica

2.1.2.2. Variable independiente

Condiciones ambientales

2.2. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo descriptivo- exploratorio, debido a que se describe las
condiciones ambientales que presenta el lugar con el objetivo de encontrar que tipo de
microorganismos puedan crecer y asi realizar un estudio independiente de cada caracteristica

que permitan precisar la hipotesis planteada

2.3. Disefio de Investigacion

La presente investigacion es de tipo descriptivo-cualitativo, donde se encontraron bacterias con
caracteristicas psicrofilicas y/o psicrotolerantes en la laguna Negra en la provincia de
Chimborazo.

24, Unidad de andlisis

Muestras de agua superficial de la Laguna Negra ubicada en el Parque Nacional Sangay, en la
provincia de Chimborazo.
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25. Etapas de lainvestigacion

25.1. Recoleccion de la muestra

Segun la norma INEN 2176 Técnicas de muestreo de aguas superficiales, se tomarad una muestra
compuesta de las dos zonas de acceso a la laguna.

25.1.1. Area de procedencia de las muestras

La Laguna Negra se encuentra localizada en el canton Riobamba a un costado la carretera
Guamote Macas, en la divisién provincial de las provincias de Morona Santiago y Chimborazo
a 3 km de la laguna de Atillo, ubicada a una altitud de 3500 msnm, con un rango de temperatura
ambiente entre 9 y 18°C. Pertenece al sistema Lacustre de Atillo del Parque Nacional Sangay,
tiene un didmetro de 710 metros con coordenadas geograficas UTM: 2°10 35" Sury 78°3011"
QOeste. (NotiAmazonia, 2019)

Provincia de Chimborazo Laguna Negra

Figura. 1-2. Ubicacion Laguna Negra

Realizado por: Lopez, Evelyn, 2020

2.5.1.2. Procedimiento del muestreo

e Se realiz6 un reconocimiento de la laguna Negra, para determinar los puntos de muestreo y

recoleccion

e Se seleccionaron 5 puntos de muestreo de agua representativa de la laguna Negra.

Se utilizaron 5 envases de polietileno estériles, con tapa hermética, etiquetados y enumerados
cada uno
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Los envases fueron enjuagados tres veces con el agua de la laguna, y se recolecto 100ml de
agua cada envase Yy sellados herméticamente.

Las muestras fueron transportadas en una caja fria cada uno con su respetiva rotulacion(
P1P2,P3P4 y P5) indicando el diferente punto de muestreo, hasta llegar al laboratorio de
Bioquimicos y Bacteriologicos ubicado en la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo para su respectivo analisis microbiologico (INEN, 2013).

25.2. Siembray aislamiento térmico

Para la siembra inicial se utilizé la técnica de la dilucién seriada y como medio de cultivo
PCA.

Se realiz6 un aislamiento térmico de las placas bajo tres condiciones de temperatura, una a
condicion ambiente (temperatura del laboratorio de 13-16°C) a 37°C y 45°C.

Las placas llevadas a temperatura a condicion ambiente fueron asiladas en condiciones oscuras,
sin la presencia de luz solar.

Las placas llevadas a temperatura a 37°C y 45°C fueros aisladas en la incubadora
microbiologica del laboratorio.

25.2.1. Medios de cultivo

Se prepar6 como agar base el medio de cultivo PCA ya que este medio es utilizado para la
enumeracion de bacterias aerdbicas en aguas, aguas residuales y alimentos, como a su vez
gracias a la Triptona y Extracto de Levadura que suministran fuentes de nitrégeno y de
vitaminas para el crecimiento de los microorganismos (Melguizo, 2009).A continuacion se presenta
la composicion del medio PCA. A continuacion se muestra la composicion del medio.

Tabla 1-2: Composicion del Medio de cultivo PCA

Componente Cantidad en (g/L)
Digestion pancredtica de 5.0
caseina
Extracto de levadura 25
Dextrosa 1.0
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Adgar 15.0

Realizado por: Lopez, Evelyn 2020

A continuacion, se describen los dos medios utilizados para la seleccién y aislamiento puro de
cada uno de los clones procedentes de la laguna:

— Medio PCA con Mantequilla industrial
Simbologia: “AM”

El medio inicial (PCA) se prepard segun las indicaciones del fabricante: 23,5 gramos de medio
en 1 litro de agua destilada, suplementado con (75g) de mantequilla (dependiendo de la cantidad
de cajas a utilizar), se mezclo y fue esterilizada durante 15min a 121°C, distribuyéndose en
placas Petri.

— Medio PCA con Leche descremada
Simbologia: “LD”

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente, agregando (21 ml) de leche.

(Dependiendo de la cantidad de cajas a utilizar), se procedid a colocar en cada una y se dejé
secar durante 2 horas.

25.2.2.Siembra

e Se utilizo el método de la dilucion de 10°°, donde se tomd 10 ml de cada muestra tomada y se
mezclo con los 90 ml de agua de peptona.

e Se prepararon las diluciones desde la 10" hasta la 10°°.

e Se tom6 1 ml de las diluciones 10, 10° y 10° y se procedio a colocar en las cajas Petri por
triplicado

e Posteriormente se incub6 a tres temperaturas a condicion ambiente (13-16°C), 37°C y a
45°C con su respectiva rotulacion.

¢ Finalmente se efectud el conteo del nimero de bacterias existentes en cada caja Petri.

2.5.2.3. Seleccién de las colonias bacterianas

Los clones seleccionados fueron replicados en nuevas placas e incubados a las temperaturas de
(13°C-16°C) y 37° C.

23



2.5.2.4. Aislamiento por agotamiento por estria

e Con el asa flameada en el mechero y enfriada se procedio a la siembra de los clones en las
respectivas cajas Petri en cada uno de los medios preparados (AM y LD).

e La técnica de siembra usada fue agotamiento por estria.

o Posteriormente se procedio a flamear el asa y se realizo la respectiva rotulacion en cada caja
Petri para diferenciar los diferentes clones

e Se encubd a temperaturas de (13°C-16°C) y 37°C.

Las clones que presentaban contaminacion se sembraron nuevamente en el respectivo medio de
cultivo (AM y LD), con ayuda del asa siguiendo el método antes descrito.

2.6. Caracterizacion fenotipica

Para la caracterizacion fenotipica se procedi6 a diferenciar y a observar cada uno de los clones
adaptados tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:

2.6.1. Caracterizacién macroscépica

La caracterizacién macroscopica fue realizada por observacion directa de las caracteristicas de

cada uno de los clones aislados por estria principalmente su forma, borde, elevacion, superficie
y color que presentaban en los respectivos medios utilizados (AMy LD).

2.6.2. Caracterizacién microscépica

Para la identificacion microscopica de los clones se realizd la prueba de Tincion Gram,
permitiendo la identificacion y clasificacion en Gram positivos 0 negativos de acuerdo a su
coloracion; y segun su morfologia microscopica (cocos y bacilos). (Lépez Luis. et al., 2014)

2.6.2.1. Procedimiento de tincion Gram

Se suspendid sobre un portaobjetos los clones aislados, extendiendo cada uno de los mismos

hasta conseguir una capa fina y homogénea.

o Para la fijacion de la muestra se paso sobre el calor del mechero flameandolo tres veces.

e Se aplicd una gota de cristal violeta sobre la muestra fijada durante un minuto, y se procedié
a lavar con abundante agua destilada cada uno de los portaobjetos.

o Posteriormente se aplicé Lugol por un minuto, y se enjuago con agua destilada

e Se afiadid alcohol-cetona durante 30 segundos, dejandolo actuar para luego enjuagar con

agua destilada.
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¢ Se afiadi6 safranina durante un minuto, se enjuagd y se dejo secar cada una de las muestras a
temperatura ambiente.
e Para la visualizacion correcta en el microscopio se afiadid una gota de aceite de inmersion.

¢ Y finalmente se observo la preparacion con el lente de 100X (Alvarez, et al., 1995, p. 24).

2.6.3. ldentificacion bioquimica bacteriana

Para la identificacion bacteriana de los clones con un crecimiento Optimo a temperatura
ambiente 13°C y a 37°C se realizaron las siguientes pruebas:

2.6.3.1. Pruebas de lectura inmediata
2.6.3.1.1.Catalasa

Se realiz6 un frotis del microorganismo con el asa esterilizada sobre un portaobjeto sin dejar
secar, se afiadié una gota de perdxido de hidrogeno (H202) al 30 %. Finalmente se observo si
existio un burbujeo entre los 10-20 segundos (Alvarez, et al., 1995, p. 115)

Interpretacion de Resultados:
Positivo: si se observa un burbujeo
Negativo: no se observa burbujeo
2.6.3.1.2.Coagulasa

Se tomaron muestras de sangre en tubos BD Vacutainer de tapa lila, y fueron colocadas en la
centrifuga durante una hora. Luego de ese tiempo, se procedio a extraer todo el plasma que se
form6 con una micropipeta digital, posteriormente se afiadi6 0.5ml de plasma en los tubos
esterilizados y rotulados conjuntamente con una alicuota de los clones aislados. Finalmente,
para su lectura se llevo a bafio maria a 37°C durante 4 horas (Gutiérrez, et al., 2017).

Interpretacion de Resultados:

— La formacion de un coagulo visible se considera como positivo, y ninguna formacién como

negativo.
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2.6.3.2. Pruebas de lectura lenta
2.6.3.2.1.Kligler Hierro Agar

Se prepard el agar con las respectivas instrucciones, se colocaron 3ml en cada tubo. Se dejo
enfriar el medio a manera de pico de flauta y se procedio a sembrar en dos formas con ayuda de
la aguja bacterioldgica-esterilizada. Se tomé un inoculo de los clones puros aislados donde se
realiz6 una puncion sin llegar al fondo del tubo y en la parte del pico de flauta se sembré por
estria. Para su lectura se llevaron a incubacion a 37°C durante 24 horas. A continuacion se
muestra la composicion del medio Kligler (Alvarez, et al., 1995, p. 140).

Tabla 2-2: Composicién del medio Kligler Hierro Agar

Componente Cantidad en g/L
Digestion pancreética de caseina 10.0
Digestion péptica de tejido animal 10.0
Lactosa 10.0
Dextrosa 1.0
Cloruro de sodio 5.0
citrato férrico de amonio 0.5
tiosulfato de sodio 0.5
Agar 15.0
Fenol rojo 0.025

Realizado por: Lépez, Evelyn 2020

Interpretacion de Resultados:

— Superficie alcalina/profundidad 4&cida (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo
solamente fermenta glucosa.

— Superficie acida/Profundidad 4acida (pico amarillo/fondo amarillo): el microrganismo
fermenta glucosa y lactosa.

— Superficie alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): microorganismo no
fermentador de azucares.

— La presencia de burbujas o ruptura del medio de cultivo indican que el microrganismo
produce gas.

— El ennegrecimiento del medio indica que el microrganismo produce acido sulfhidrico
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26.3.2.2. Agar Citrato

Se preparo el agar citrato, colocando 3ml del mismo en los tubos estériles y rotulados segun el
codigo asignado a cada uno, dejandoles secar en forma de pico de flauta. Con ayuda del asa
esterilizada se tomd a cada uno de los cultivos puros y se aplico la técnica de siembra por estria
desde el fondo del tubo hasta la parte superior. Para su lectura se incubaron durante 24 horas.

(Alvarez, et al., 1995, p. 116). A continuacion se presenta la composicion del medio Agar Citrato

Tabla 3-2: Composicidn del medio Agar Citrato

Componente Cantidad en g/L
Dihidrogenofosfato de amonio 1.0
Fosfato dipotasico 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Citrato de sodio 2.0
Sulfato de magnesio 0.2
Adgar 15.0
Azul de bromotimol 0.08

Realizado por: L6pez, Evelyn 2020

Interpretacion de Resultados:

El crecimiento del microorganismo en el pico de flauta de color azul demuestra que es positivo,
mientras que el color verde es negativo.

26.3.2.3. Sulfuro-Indol-Mortalidad (SIM)

Se prepar6 el agar SIM, colocando 3ml en cada tubo estéril de manera vertical. Después de
haber dejado secar con ayuda de la aguja bacteriologica esterilizada se inoculé en el medio el
microorganismo con la técnica de siembra por picadura, es decir: sin llegar hasta el fondo y
retirando en la misma direccion la misma, a su vez fueron incubados los tubos durante 24 horas.
Para su lectura se afiadio tres gotas del reactivo Kovac’s. (Alvarez, et al, 1995, p. 127). A

continuacion se presenta la composicion del medio (SIM).
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Tabla 4-2: Composicidn del medio Sulfuro-Indol-Motilidad (SIM)

Componente Cantidad en g/L
Digestion pancreatica de caseina 20.0
Digestion péptica de tejido animal 6.1
Sulfato de amonio ferroso 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Agar 35

Realizado por: Lépez, Evelyn 2020

Interpretacion de Resultados:

— Produccién de SH2

Positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo a lo largo de la linea de siembra o en todo el
medio, si el medio permanece sin cambio de color es negativo

— Indol:
Positivo: Al mostrar una coloracion roja en la superficie

Negativo: coloraciéon amarilla

— Motilidad:
Si se observa una formacién de nubosidad en el fondo alrededor de la siembra indica

positivo, mientras que si se observa una linea es negativo.

2.6.3.2.4.Ureasa

Se prepard el Agar base Urea de Christensen, colocando 3ml en los tubos estériles y se dejé
solidificar en forma de pico de flauta, con ayuda del asa bacterioldgica esterilizada se inocul6 y
se sembrd en forma de estria la superficie del pico de flauta. Para su lectura se dejé incubar
durante 24 horas (Alvarez, et al., 1995, p. 142).

Interpretacion de Resultados:

— Si se torna de color rosado-rojizo indica que la prueba es positiva y negativo si es de color

amarillo.
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2.6.3.2.5.Agar de Sal de Manitol

Se preparé el agar manitol siguiendo las instrucciones, colocando 3 ml a los tubos estériles y se
dejo solidificar a manera de pico de flauta, con ayuda del asa bacterioldgica se inoculo y se
sembr6 en forma de estria la parte superficial del pico de flauta, los tubos fueron incubados a

37°C durante 24 horas para su lectura. A continuacién se presenta la composicion del Agar de
Sal de Manitol.

Tabla 5-2: Composicién del medio Agar de Sal de Manitol

Componente Cantidad en g/L

Digestion pancreatica de caseina 5.0
Digestion péptica de tejido animal 5.0
Extracto de carne 1.0

Cloruro de sodio 75.0
D-Manitol 10.0

Fenol rojo 0.025

Adgar 15.0

Realizado por: Lépez, Evelyn 2020

Interpretacion de Resultados:

Al observarse una coloracién amarilla del agar es positiva, mientras que una coloracion rojiza es
negativa.

2.6.3.2.6.Determinacion cualitativa del potencial de la actividad proteolitica y lipolitica
Actividad proteolitica

Para la determinacion potencial de la actividad proteolitica se utilizd Agar Plate count (PCA)
suplementado con leche descremada UHT al 1% pl/v, se incub6 durante 96 horas a 37 °C; para
la interpretacion de los resultados se determin0 cualitativamente la formacion de halos de
aclaramiento de protedlisis en el agar. (Rodas M & Botello S, 2016, p.38)

Actividad lipolitica

Para la determinacion del potencial de la actividad lipolitica se preparé el medio PCA+

;mantequilla (1%v/v) , se incubd durante 96 horas a 37°C; para la interpretacion de los
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resultados se determind cualitativamente la formacién de halos de aclaramiento alrededor de las
colonias, en contraste con el resto del medio que permanece turbio. (Lépez A & Soria N, 2018, p.20)
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Caracterizacion fisico-quimica del agua de la Laguna Negra

Las caracteristicas fisico quimicas de temperatura y pH en las 5 muestras de agua tomadas de la

Laguna Negra en la provincia de Chimborazo se detallan en la Tabla. 1-3

Tabla 1-3: Caracteristicas fisico-quimicas del agua de Laguna Negra

Ndmero de Punto Temperatura (°C) pH
P1 125 6.5
P2 12.7 6.2
P3 115 6.5
P4 11.2 7.0
P5 131 7.0

Realizado: Lopez, Evelyn, 2020

La temperatura registrada de la laguna Negra oscila entre los 6 y 13°C. Sin embargo, las lagunas
que no son afectadas por actividades antropogénicas y que permiten la preservacion de la flora y
la fauna de agua fria dulce el rango de pH segun la legislacién se encuentra entre los 6.5 a 9
(Acuerdo Ministerial 097, 2015).

Las muestras tomadas presentaron temperaturas que oscilan desde los 11.2 hasta los 13.1 °C.
Cuyas temperaturas probablemente obedecen a la gran variacién climatica que existe (Camacho,
2013) ademas esta laguna se encuentra ubicada entre la region Sierra y Oriente, por lo que los
primeros puntos tomados (P1, P2 y P5) se encuentran a una temperatura mayor entre los
12.5°C, 12.7°C y 13.1°C, a diferencia de los puntos (P3y P4) que presentan una temperatura
menor de 11.2°C a 11.5°C.

Para la obtencion de resultados en cuanto al pH entre los 5 puntos (P1: 6.5, P2: 6.2, P3: 6.5,
P4:7.0 y P5: 7.0) se realiz6 un promedio donde el valor fue de 6.6 indicando asi que este tipo
de agua es acida lo cual permite que exista un desarrollo 6ptimo de la microbiota existente
(Tabla 1-3).
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3.2.  Aislamiento de colonias bacterianas
3.2.1. Siembray estimacion del nimero de colonias de las muestras

A temperatura ambiente es decir a (13°C-16) se observd crecimiento a 48 horas, a 37°C se
obtuvieron colonias visibles a 24 horas, mientras que a la temperatura de 45°C se observé dentro
de 72 horas. El promedio de colonias bacterianas se detalla en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Colonias por el nUmero de muestras

Promedio del nimero de colonias
Numero de muestras PCA
13°C 37°C 45°C
Punto 1 13 0 1
Punto 2 12 8 0
Punto 3 27 3 0
Punto 4 3 0 0
Punto 5 2 2 0
Promedio 67 13 1
Total 81

Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Después de haber realizado la siembra, se observd solamente crecimiento bacteriano en dos
temperaturas, a temperatura ambiente (13°C) se presentd un mayor nimero de unidades
formadoras de colonia; mientras que a 37°C se presentaron un menor nimero de colonias. A

45°C no hubo presencia de bacterias sino de hongos. Para las siguientes etapas de la fase
experimental se consideraron las baterias obtenidas en las dos temperaturas (13°C y 37°C).

3.2.2. Selecciony aislamiento de las colonias

De cada placa sembrada tanto a temperatura ambiente 13°C como a 37°C, se tom6 una muestra
de cada uno de los tipos de colonias obtenidas. Estas fueron sembradas en los dos medios de
cultivo de PCA, con Mantequilla industrial y Leche descremada como se detallan en la Tabla 3-
3.

Tabla 3-3: Identificacion de las colonias para la caracterizacion a Temperatura de 13°C

Identificacion de las colonias seleccionadas para la caracterizacion a 13°C

Muestra PCA+ Mantequilla PCA +Leche Descremada

PL 4
P2 9
P3 7
2
2

P4
P5

N W N N B
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TOTAL 26 23

Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

A temperatura ambiente se observé un crecimiento total de 49 colonias. En el medio
PCA++Mantequilla crecieron 26 colonias, mientras que en el medio PCA+ Leche Descremada
solamente crecieron 23 colonias.

Tabla 4-3: Identificacién de las colonias para la caracterizacion a 37°C

Identificacion de las colonias seleccionadas para la caracterizacion a 37°C
Muestra PCA + Mantequilla PCA + Leche Descremada
P1
P2 3 3
P3 1 1
P4
P5 2 2
TOTAL 6 6

Realizado por: Lopez, Evelyn, 2020

A 37%C hubo un crecimiento total de 12 colonias, tanto en el medio PCA + Mantequilla como al
igual en el medio PCA + Leche Descremada crecieron 6 colonias para la caracterizacion e
identificacion de las mismas.

Tabla 5-3: Promedio de las siembras por triplicado de los clones obtenidos a 13°C

Identificacion de las colonias seleccionadas por triplicado para la caracterizacion a 13°C
Muestra PCA + Mantequilla PCA +Leche Descremada
P1 2 2
P2 7 6
P3 5 5
P4 3 3
P5 1 1
TOTAL 18 17

Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Después de realizar los tres repiques a la temperatura de 13°C, se obtuvieron un total de 35
clones, de los cuales en el medio PCA+ Mantequilla crecieron 18, mientras que en el medio
PCA + Leche descremada crecieron 17 clones como se indica en la tabla 6-3.

Tabla 6-3: Promedio de las siembras por triplicado de los clones obtenidos a 37°C

Identificacion de las colonias seleccionadas por triplicado para la caracterizacion a 37°C
Muestra PCA+ Mantequilla PCA +Leche Descremada
P1 - -
P2 1 1
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P3 = =

P4 - -
P5 2 2
TOTAL 3 3

Realizado por: Lopez, Evelyn, 2020

A 37 °C se observé el crecimiento de 6 clones, 3 clones en el medio PCA+ Mantequilla y 3

clones en el medio PCA + Leche Descremada como se muestra en la tabla 6-3.

3.2.3. Caracterizacion macroscopica y microscépica
3.2.3.1. Tincién Gram

A través de la técnica diferencial de Gram fue posible identificar la morfologia microscopica y

el comportamiento de cada uno de los clones aislados y replicados.

Tabla 7-3: Resultados de la Tincion diferencial de Gram de los clones sembrados y aislados en

los medios PCA +Mantequilla y PCA+Leche Descremada a 13°C

Clones aislados

Medio PCA + Mantequilla Medio PCA + Leche Descremada
Clones | T°(C) | Forma de la | Coloracién Tincién Clones | T°(C) | Formade la | Coloracién | Tincié
colonia Gram colonia n
Gram
P11 13 Cocos Rojos - P11 13 Cocos Rojos -
P14 13 Bacilos Rojos - P14 13 Bacilos Rojos -
P21B 13 Bacilos Rojos - P21B 13 Bacilos Rojos -
P22A 13 Bacilos Rojos - P22A 13 Bacilos Rojos -
P21T 13 Cocos Rosados - P21T 13 Cocos Rosados -
P25T 13 Cocos Morados + P25T 13 Cocos Morados +
P23 13 Bacilos Rosados - P23 13 Bacilos Rosados -
P24 13 Cocos Rosados - P24 13 Cocos Rosados -
P32 13 Cocos Rojos - P32 13 Cocos Rojos -
P34 13 Cocos Morados + P35 13 Bacilos Rosados -
P35 13 Bacilos Rosados - P31T 13 Bacilos Rojos -
P36 13 Cocos Morados + P36 13 Cocos Morados +
P31T 13 Bacilos Rojos - P41 13 Cocos Morados +
P41 13 Cocos Morados + P42 13 Bacilos Rosados -
P42 13 Bacilos Morados + P43 13 Cocos Rojos -
P43 13 Cocos Rojos - P52 13 Bacilos Rojos -
P52 13 Bacilos Rojos - P53 13 Cocos Morados +
P53 13 Cocos Morados +

“GRAM positivo (1)”, “GRAM negativo ()"

Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020
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Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

M Bacilos Gram-
m Cocos Gram -

B Cocos Gram +

Gréfico 1-3: Porcentaje de clones bacterianos Gram positivos y Gram negativos 13°C

Los resultados de los clones seleccionados a la temperatura de 13°C se detallan en el grafico 1-

3. Donde se obtuvo que el 46% indica que son Bacilos Gram negativos, el 31% Cocos Gram

negativos mientras que el 23% corresponde a Cocos Gram positivos.

Tabla 8-3: Resultados de la Tincion diferencial de Gram de los clones sembrados y aislados en

los medios PCA+Mantequilla y PCA+Leche Descremada a 37°C

Clones aislados

Medio PCA + Mantequilla

Medio PCA +Leche Descremada

Clones | T Forma de | Coloracion | Tincion | Clones | T° [ Formade | Coloracion | Tincion
°(C) | lacolonia Gram (C) | lacolonia Gram
p22 37 Bacilos Rojos - P22 37 Bacilos Rojos -
P52 37 Cocos Rojos - P52 37 Cocos Rojos -
P51 37 Cocos Rojos - P51 37 Cocos Rojos -

“GRAM positivo (+)”, “GRAM negativo (-)”

Realizado por: L6pez, Evelyn, 2020
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m Bacilos Gram-

Cocos Gram -

Gréfico 2-3: Porcentaje de clones bacterianos Gram positivos y Gram negativos 37° C.
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

En el Grafico 2-3 los 6 clones desarrollados a 37°C fueron Bacilos Gram negativos con un
porcentaje de 33%, mientras que el 67% indica que son Cocos Gram negativos Estos resultados
arrojados tanto del grafico 1-3 y 2-3 coinciden con bibliografia encontrada donde menciona
que, en ambientes extremos frios, especialmente en nieve, hielo y escombros Antarticos existen
Gram negativos 0 cocos Gram positivos formadores de esporas (Hoovera & Pikuta, 2010, pp. 2-4) .

3.3.  Caracterizacion macroscépica de los clones aislados

Los resultados obtenidos en la evaluacion caracterizacion macroscopica de los clones aislados

se describe a continuacion:

3.3.1. Forma

La forma que presentaron los clones aislados se detalla en los Graficos 3-3 y 4-3. La mayor
parte de clones (72,2%) presentaron morfologia irregular tanto a la temperatura de 13°C y en un
50% los clones desarrollados a 37°C.La morfologia de forma puntiforme de los clones a 13°C
correspondio al 22,2%y a 37°C al 50%, el 5,6% presentaron una morfologia circular a 13°C. Lo

que determind que la forma de los clones aislados depende del medio en las que se desarrollan
(Navarrete, 2017).
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Porcentaje de clones

80,0% 72,2%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

5,6%
[

Irregular Puntiforme Circular

Gréfico 3-3: Forma de los clones cultivados a 13° C
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Porcentaje de clones

60%

50%
40%
30%
20%
10%

0%

Puntiforme Irregular

Grafico 4-3: Forma de los clones cultivados a 37° C
Realizado: Lopez, Evelyn, 2020

3.3.2. Borde

El borde de los clones analizados en ambas temperaturas indicé la presencia de dos tipos de
borde, entero y ondulado. Como se muestra en el grafico 5-3, a 13°C se observo el borde entero

en el 50% de los clones y un 50% de borde ondulado. Para los clones desarrollados a 37°C el
porcentaje fue de 66, 70% con borde entero, mientras el 33,30% del borde ondulado.
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Porcentaje declones

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

50% 50%

Entero Ondulado

Gréfico 5-3: Tipo de Borde de los clones cultivados a 13° C.
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Porcentaje de clones

80,00%

70,00%
60,00% 66,70%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

33,30%

Entero Ondulado

Gréfico 6-3: Tipo de Borde de los clones cultivados a 37° C.
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

3.3.3. Elevacion

El andlisis de la elevacion que presentaron los clones desarrollados en ambos medios de cultivo
(PCA + Mantequilla y PCA +Leche D) a 13°C se muestra en el Grafico 7-3. El 44,4% de
elevacion de los clones analizados fue de tipo convexo, el 38,9% elevado y de 16,7% plano.

A 37°C, no hubo ninguna variacion entre los tres tipos de elevacién obteniéndose un porcentaje
de 33,3% representado en el Grafico 8-3.
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Porcentaje de clones

50,0%

40,0% 44,4%
38,9%
30,0%

20,0%
0,
10,0% 16,7%
0,0%

Convexa Elevado Plana

Gréfico 7-3: Tipo de Elevacion de los clones cultivados a 13° C.
Realizado por: L6pez, Evelyn, 2020

Porcentaje de clones

40,00%
30,00% 33,33% 33,33% 33,33%

20,00%

10,00%

0,00%
Convexa Umbanado Elevado

Gréfico 8-3: Tipo de Elevacion de los clones cultivados a 37° C.
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

3.34. Color

El andlisis de la coloracion que tomaron los clones en los medios utilizados demostrd
variaciones en cada clon como se muestra en el Grafico 9-3. Se observé cdmo predominante el
color naranja con un 22,2% en relacion al porcentaje 16,5% del color amarillo, un 11,1% entre
los colores oro, hueso, naranja claro y con tan solo con un minimo de porcentaje de 5,6% para
los colores: beige, amarillo claro, coral, rojo naranja y rosado llevados a cabo en la temperatura
13°C.
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Porcentaje de clones

25,0%
22,2%
20,0%
16,5%
15,0%
11,1% 11,1% 11,1%
10,0%
56% 5,6% 56% 5,6% 5,6%
5,0%
0,0%

Amarillo  Oro Beige Amarillo Naranja Hueso Coral Rojo Rosado Naranja
claro naranja claro

Gréfico 9-3: Tipo de Color de los clones cultivados a 13° C.

Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

En el caso de las coloraciones para la temperatura a 37°C observados en el Grafico 10-3 se
obtuvieron tres tipos los cuales presentaron un porcentaje de 33,3% no variado entre: hueso,
naranja y blanco.

Porcentaje de clones
35,00%
30,00% 33,33% 33,33% 33,33%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%

Naranja claro Blanco Hueso

Gréfico 10-3: Tipo de Color de los clones cultivados a 37° C.
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020
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Tabla 9-3:

Caracterizacion macroscépica de los clones aislados en los medios PCA + Mantequilla y
PCA +Leche Descremada a 13°C

Clones | T°C Forma Borde Elevacion | Superficie Color Olor Fecha de Fecha de
Crecimiento | Siembra
P11 13 Irregular Entero Convexa | Brillante Amarillo | Sin 17/01/20 15/01/20
P14 13 Irregular | Ondulado | convexa Brillante oro Sin 17/01/20 15/01/20
P21B | 13 Irregular Entero Elevado Brillante beige Sin 17/01/20 15/01/20
P22A | 13 | puntiforme Entero convexa brillante Amarillo | Sin 17/01/20 15/01/20
claro
P21T | 13 Irregular Entero Elevado Brillante Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
P25T | 13 Circular Entero convexa brillante Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
P23 13 | puntiforme Entero Convexa Brillante Oro Sin 17/01/20 15/01/20
P24 13 irregular ondulado | convexa brillante Amarillo | Sin 17/01/20 15/01/20
P32 13 Irregular Ondulado | Elevado Brillante Hueso Sin 17/01/20 15/01/20
P34 13 Irregular Ondulado | Elevado Brillante Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
claro
P35 13 Irregular Entero Elevado Brillante Amarillo | Sin 17/01/20 15/01/20
P36 13 Irregular ondulado | elevado brillante Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
P31T | 13 Irregular ondulado Plana Brillante Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
P41 13 Irregular Ondulado | Convexa Brillante Coral Sin 17/01/20 15/01/20
P42 13 | Puntiforme Entero convexa brillante Rojo Sin 17/01/20 15/01/20
naranja
P43 13 | Puntiforme Entero plana Seca Rosado Sin 17/01/20 15/01/20
polvorosa
P52 13 Irregular Ondulado Plana Liso, Naranja Sin 17/01/20 15/01/20
brillante claro
P53 13 Irregular Ondulado | Elevado Liso, Hueso Sin 20/01/20 15/01/20
brillante
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Los resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacién macroscopica de los clones aislados en

los medios PCA+ Mantequilla y PCA+ Leche Descremada a 13°C se indica en los graficas (3-
3; 5-3; 7-3; y 9-3).
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Tabla 10-3: Caracterizacién macroscépica de los clones aislados en los medios PCA + Mantequilla y
PCA+ Leche Descremada a 37°C

Clones | T°C Forma Borde Elevacion Superficie Color Olor | Fechade Fecha
Crecimien de

to Siembr
a

P22 37 | Puntiform Entera Convexa Seco Naranja | sin 17/01/20 | 15/01/
e brillante claro 20

P52 37 Irregular Ondulad | Umbanado Seco Blanco sin 17/01/20 | 15/01/
0 polvoroso 20

P51 37 Irregular Entero Elevado Seco Hueso sin 17/01/20 | 15/01/
polvoroso 20

Realizado por: Lopez, Evelyn, 2020

Para la caracterizacion macroscoépica a 37°C los resultados obtenidos se muestran en las graficas
(4-3; 6-3; 8-3 y 10-3).

34.

Identificacion Bacteriana a través de pruebas Bioquimicas

Para la identificacion de los posibles géneros microbianos aislados a las temperaturas de (13°C

y 37°C), se utiliz6 el manual de técnicas en microbiologia clinica de (Alvarez, et al., 1995, pp. 74-

86).

Tabla. 11-3: Bacilos Gram Negativos

CARACTERISTICAS KLIGLER SIM
Clon | T°(C) | Forma o E; o gy o . 5 . g
51818 |0 & 3 Z O > S|l E|=|w»
P21 13 Bacilos - + - + + + - - - - N _ -
B
p52 13 Bacilos - + - KIK | KIK | KIK | KIK - - + - + -
P35 13 Bacilos - + - KIK | KIK | KIK | KIK - - + - - -
P22 37 Bacilos - - - | KIK | KIK | KIK | KIK - - - - + -
p22 13 Bacilos - + - KIK | KIK | KIK | KIK - - + - + N
A
P31 13 Bacilos - + - | KIK | KIK | KIK | KIK + N + N + _
T
P23 13 Bacilos - + - + + + - - - - - T N
P14 13 Bacilos - - - + + - - - + N _ T N
P42 13 Bacilos - + - | KIK | KIK | KIK | KIK - + + N T N
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P36 13 Cocos + + - + - + + N N Z N T N

P53 13 Cocos + + - + - + + - - - R _ N

P41 13 Cocos + + - + - + + - - - N R N

P25 13 Cocos + + - + - + I N N Z N T N
T

Realizado por: Lopez, Evelyn, 2020

K/K: el microorganismo no es fermentador de azucares

De los 21 clones aislados y seleccionados, se realizaron en 13 clones debido a que fueron

positivos a las pruebas bioquimicas. Los resultados obtenidos mostraron que el 69% son
bacterias Gram (-) mientras que 31% son bacterias Gram (+).

A partir de la caracterizacion microscopica, macroscopica, pruebas bioquimicas se puede
establecer que los clones bacterianos pertenecen posiblemente a los siguientes géneros:

El clon (P21B) presenta motilidad negativa, catalasa positiva, bacteria Gram negativa
psicrotolerantes presente en la superficie de peces y aves adaptadas al frio (Montes, 2005) por lo

que coincide con el género de Psychrobacter.

Para los clones (P53, P36, P41 y P25T) son cocos Gram positivos por lo que coincide
posiblemente con el género Microccacea. La prueba de catalasa dio positivo evidenciando la
capacidad de descomponer el perdxido de hidrogeno en presencia de oxigeno y agua. La
presencia de algunas especies no forman pigmento, pero otras forman pigmento amarillo,

naranja o rojo, algunas especies son mdviles 0 muestran variedades moviles (Breed Robert. et al.,
1957).

El clon (P14), son anaerobios facultativos, oxidasa negativos, fermentan la glucosa y reducen el
nitrato, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, pueden encontrarse en las
aguas dulces, en las hojas vegetales, frutos, hongos hierbas, musgos y leche (Fernandez, 2002).
Con prueba de indol negativo, movilidad positiva coincide al género Serratia.

Los clones (P42, P52, P31, P22A, P35y P22) son bacilos Gram negativos, no fermentadores de
azucares llamados quimioorganotrofos capaces de obtener su energia de compuestos organicos
(Washington W. et al, 2006) presentan catalasa positiva, indol negativo y movilidad positiva
dependiendo de la especie, con una coincidencia con el género Pseudomonas spp.,

El clon (P23) coincide posiblemente con el género Flavobacterium es una bacteria
gramnegativa, su deteccioén se ha basado principalmente en el cultivo tradicional en placa de

agar (Wilklund & Madetoja, 2002, pp. 259-266.) .NO degrada quitina, almidén y xantinas. Si presenta,
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aunque débilmente, actividad positiva a catalasa y oxidasa, pero con actividad negativa a indol,
acido sulfhidrico, lisina y ornitina (Burgos, 2014).

La identificacién no siempre puede ser posible, particularmente con géneros o especies que no
son susceptibles de ser caracterizados por los tradicionales test bioquimicos o fisiologicos. En
tales casos, puede ser necesario acudir a procedimientos relativamente complicados para obtener
una identificacion correcta, procedimientos tales como la electroforesis de proteinas celulares en
gel de poliacrilamida (PAGE), la composicién lipidica celular o la hibridacion de &cidos
nucleicos (Razin & Rottem, 1967, pp. 1807-1810).

Las investigaciones realizadas en lagos oligotroficos de agua dulce que se hallan en alta
montafia muestran de datos precisos en cuanto a la microbiota existente, ya que no permite tener
con exactitud los posibles géneros que se puedan encontrar, varias especies identificadas
coinciden con el estudio de la laguna amarilla del Altar y otros (Moreno, 2017, p. 58).

3.5. Resultados de la cualificacion proteolitica y lipolitica

Tabla 12-3 Observacion cualitativa de la actividad proteolitica de las colonias

Seleccionadas para la caracterizacion a 13°C y 37°C

Clones T°C Crecimiento Halo Crecimiento Agar Halo
Agar bacteriano Leche D. bacteriano
Mantequilla
P11 13 Si No Si No
P14 13 Si No Si No
P21B 13 Si No Si No
P22A 13 Si No Si No
P21T 13 Si No Si No
P25T 13 Si No Si No
P23 13 Si No Si No
P24 13 Si No Si No
P32 13 Si No Si Si
P34 13 Si No Si No
P35 13 Si No Si No
P36 13 Si No Si No
P31T 13 Si No Si No
P41 13 Si No Si Si
P42 13 Si No Si No
P43 13 Si No Si No
P52 13 Si No Si No
P53 13 Si No Si No
P22 37 Si No Si No




P51 37 Si No Si No
P52 37 Si No Si No
Realizado por: Lépez, Evelyn, 2020

Para la cualificacion de la actividad lipolitica (mantequilla) se obtuvo como resultado que el
100% de los clones a temperatura ambiente (13 ° C) y a 37 ° C no presentaron halo
bacteriano, debido a que el sustrato que se empled no actla eficientemente como fuente de
carbono para la produccion de lipasas. Para Montesinos Segui (1993, p.19) afirma que: el mejor
sustrato para la produccion de lipasas es el aceite de oliva ya que tiene un efecto inductor y esta

constituido por una doble molécula de sacarosay un triglicérido.

Para la cualificacion de la actividad proteolitica se obtuvo como resultado que del 89 % solo el
11% de los clones aislados a temperatura ambiente (13 ° C) presentaron una menor actividad
proteolitica.
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CONCLUSIONES

Se caracterizo un total de 21 clones determinandose que la mayor presencia de bacterias
encontradas en laguna Negra en la provincia de Chimborazo fue de microorganismo

psicrofilos.

En la evaluacion macroscopica se identifico caracteristicas predominantes como: A temperatura
ambiente (13-18°C) los clones aislados presentaron con un mayor porcentaje de (72,2%) de
morfologia irregular, borde (50%), elevacion de tipo convexo en un (44,4%) vy la coloracion en
los clones en su mayoria fue de (22,2%).Mientras que a 37°C presentaron los siguientes: la
morfologia de forma irregular fue del (50%), tipo de borde entero fue de (66,70%) en cuanto a
elevacion no hubo variacion obteniéndose un porcentaje de (33,3%) no hubo variacion en
cuanto a la coloracion obteniéndose un (33,3%) entre naranja y blanco .En la evaluacién
microscopica se determind que el mayor porcentaje corresponde a bacterias de tipo Gram
negativos (46% a 13°C y 33% a 37°C) presentando una morfologia en forma de bacilos y una
coloracion roja por lo que se puede concluir que los posibles géneros son : Pseudomonas spp,
Serratia, Flavobacterium, Microccacea y Psychrobacter de acuerdo a las pruebas bioquimicas.

Mediante la evaluacién cualitativa de la actividad proteolitica se concluye que los clones
aislados que presentaron actividad proteolitica fueron los clones P32 y P41 llevados a cabo a la
temperatura ambiente (13°C), mientras que no hubo la presencia de actividad lipolitica del
100% de los clones expuestos en Agar PCA suplementado con mantequilla llevados a cabo en
las temperaturas a (13°C ) y (37°C) puesto que el sustrato empleado no aporto eficientemente
como fuente de carbono para la produccién de lipasas.

46



RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio y el aislamiento de microrganismos existentes en lugares que adn

siguen sin ser explorados con la finalidad de encontrar nuevas especies de las que ya se han
venido investigando.

Emplear técnicas moleculares (PCR, analisis del 16S, replica del ADN bacteriano) para la

identificacion mas precisa y verificacion de los clones aislados.

Estudiar la actividad enzimatica proteolitica y lipolitica de las bacterias psicréfilas y
psicrotolerantes que conlleven al uso potencial en el &ambito biotecnoldgico.
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ANEXOS

ANEXO A: LAGUNA NEGRA

Fotografia 1: Visita y Observacion de la Laguna Negra

ANEXO B: RECOLECCION Y TOMA DE MUESTRAS
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ANEXO C: SIEMBRA DE LAS MUESTRAS

Fotografia 3: Conteo microbiologico de la siembra de las muestras tomadas

ANEXO D: SELECCION DE COLONIAS

Fotografia 4: Siembra por agotamiento



ANEXO E: SIEMBRA DE LAS COLONIAS AISLADAS

Fotografia 5: Aislamiento de las colonias en medio PCA+Mantequilla y Leche D.

ANEXO F: CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Fotografia 6: Tincién Gram Bacilos Negativos y Cocos Gram Positivos



ANEXO G: PRUEBAS CON LECTURA INMEDIATA

Fotografia 7: Prueba Catalasa (+)

ANEXO H: PRUEBAS LENTAS

Fotografia 8: Prueba Coagulasa



ANEXO |: PRUEBAS BIOQUIMICAS

Fotografia 9: SIM
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Fotografia 10: Citrato positivo (-)
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