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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue caracterizar microorganismo para uso agroindustrial aislados
de un bosque primario en el canton Cumanda y analizar sus propiedades fisico — quimicas
identificando los microorganismos mediante pruebas bioquimicas y el anélisis fisico quimico del
suelo. Se realiz6 un muestreo mediante la ayuda del barreno posteriormente se desarrollé una
solucion madre para realizar diluciones y después sembrar los microorganismo en agar MRS,
Acetobacter glucosa y Sabouraud que fueron incubadas por 48 horas a 37, 27 y 30 ° C.
Posteriormente se efectu6 un aislamiento para la identificacion de los microorganismos con
respecto a su morfologia (color, superficie, forma y tincion de gram); después se realizaron las
pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa tanto para bacterias lacticas y acéticas, e hidroxido
de potasio para BAL; pruebas de caracterizacion como la fermentacion de carbohidratos y caldo
YPD para levaduras, donde se obtuvo cuatro especies de bacterias &cido lacticas, dos especies de
bacterias acéticas y levaduras, dando como resultado las bacterias lacticas positivas para tincion
y negativo para oxidasa, catalasa y KOH; en cuanto a las bacterias acéticas dieron negativo para
tincién y oxidasa pero positivo para catalasa. Para los andlisis fisicos — quimicos se realiz6 de
acuerdo con la normativa establecida para cada mineral. Se concluyé que las especies asiladas
pueden pertenecer al género Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Acetobacter y
Saccharomyces. Se recomienda emplear otras pruebas bioquimicas como las API1 50 CHL, o en
un PCR en tiempo real para una mejor identificacion de cada uno de los microorganismos

aislados.

Palabras clave: <BACTERIAS LACTICAS>, <BACTERIAS ACETICAS>, <LEVADURAS>,
<BOSQUE PRIMARIO>, <CONTENIDO DE MINERALES>, <PRUEBAS BIOQUIMICAS>.

0664-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

This study aimed to characterize microorganisms for agroindustrial use isolated from a primary
forest in the Cumanda canton and to analyze their physical-chemical properties. Biochemical tests
and physical-chemical analysis of the soil identified the microorganisms. Sampling was carried
out with the help of an auger. Then a stock solution was developed to make dilutions to seed the
microorganisms in MRS, Acetobacter glucose, and Sabouraud agars, which were incubated for
48 hours at 37, 27, and 30° C. Subsequently, isolation was carried out to identify the
microorganisms concerning their morphology (color, surface, shape, and gram staining).
Biochemical tests such as catalase and oxidase for lactic and acetic acid bacteria and potassium
hydroxide for LAB were then performed. Characterization tests such as carbohydrate
fermentation and YPD broth for yeasts were also performed. Four species of lactic acid bacteria,
two species of acetic acid bacteria, and yeasts were obtained, resulting in lactic acid bacteria
positive for staining and negative for oxidase, catalase, and KOH; acetic acid bacteria were
harmful to staining and oxidase but positive for catalase. The physical-chemical analyses were
carried out according to the regulations established for each mineral. It was concluded that the
species isolated might belong to the genus Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Acetobacter, and Saccharomyces. It is recommended to employ other biochemical tests such as

API 50 CHL or real-time PCR for better identification of each of the isolated microorganisms.

Keywords: <LACTIC BACTERIA>, <ACETIC BACTERIA>, <LEVADURES>, <PRIMARY

FOREST>, <MINERAL CONTENT>, <BIOCHEMICAL TESTS>.

0664-DBRA-UPT-202

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco MsC.
0602698904
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INTRODUCCION

Ecuador posee bosques primarios que son de gran importancia debido a la diversidad bioldgica
de numerosas especies, bacterias, levaduras, hongos, etc., son altamente diversos y heterogéneos
ubicados en gran parte en la Amazonia del Ecuador, por lo general estas zonas no han sido
intervenidos por el hombre, motivo por el cual existen microorganismos que pueden ser
estudiados y ser utilizados con fines benéficos en el campo agroindustrial, farmacéutico y
biotecnoldgico (Palacio y Jaramillo, 2001: pp. 46-48)

De acuerdo con (Garcia, 2021, pp.2-3) la cantidad y calidad de materia orgénica presente en el suelo
sirven de fuente principal para el crecimiento y desarrollo de microorganismos, estos a su vez
juegan un papel importante en las propiedades biolégicas, quimicas y fisicas del suelo. Entre los
principales pardmetros del suelo se encuentran el tipo de nutrientes, humedad, temperatura,
aireacion, etc., que son importantes para la supervivencia y proliferacion de poblaciones

microbianas (Mérquez et al., 2008. p.93).

De acuerdo con (Vierra-Arroyo, 2020, pp. 67-68), las tecnologias microbianas han sido aplicadas en
varios problemas en la agricultura y el medio ambiente, asi como en procesos agroindustriales
tales como es el caso del Rhizobacterium, Tricoderma y Beauveria usados en la agricultura; de
igual forma del género Lactobacillus, Estreptococos utilizados para la produccion de derivados
lacteos, 0, del género Acetobacter para la produccién de vinagre, asi como la aplicacién de
levaduras como las Sacharomyces Cerevisiae utilizados para la elaboracién de pan, cerveza, vino;
y los Pleurotus, Basidiomycetes que forma ayudan en la elaboracion de nuevos subproductos
alimenticios y sirven como descomponedores de la materia organica generada por desperdicios

de alimentos evitando desechos contaminantes (Velasco et al., 2020: pp.333-345).

El presente trabajo de investigacion consiste en identificar microorganismos para uso
agroindustrial aislados de un bosque primario en el canton Cumanda, para el cual se realizara
pruebas bioquimicas con el que se establecerd las caracteristicas metabolicas de los

microrganismos y obtener un prototipo benéfico.

Por lo anteriormente mencionado se plantearon los siguientes objetivos.

Caracterizar microorganismos para uso agroindustrial aislados de un bosque primario en el canton

Cumanda.



Analizar la composicion fisico quimico (acidez, pH, materia organica y cenizas) del suelo donde
se aislaran los microorganismos.

Determinar las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos de uso agroindustrial,
mediante pruebas bioguimicas.

Identificar in vitro el microbiota de importancia agroindustrial aislada del bosque en estudio.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Bosque Primario.

De acuerdo con la (FA0, 2020, pp.15-16) define a los bosques primarios como bosques regenerados
de forma natural que estan compuestos por especies nativas y no han sido intervenidos por la
actividad humana, estos bosques poseen un valor irremplazable en su biodiversidad, su
almacenamiento de carbono y ecosistemas, que han sido incluidos en valores patrimoniales y
culturales, en la actualidad se registran grandes extensiones de estos bosques en regiones

tropicales y boreales.

Por lo general los bosques primarios son biol6gicamente méas diversos que otros paisajes terrestres
y contribuyen significativamente al funcionamiento del ecosistema, especialmente abarca
distintas formas de vida como especies, plantas, microorganismos, etc. (Bosques primarios, 2023, pp.2-
3). Los bosques primarios conservan la biodiversidad, esto debido a su contenido de flora y fauna,
cabe mencionar que de igual forma cuenta con mucha disponibilidad de materia orgénica e
inorganica que es fuente principal fuente de alimento y energia para los microorganismos como

bacterias, hongos o levaduras (Quirés, 2002, pp. 12-14).

1.1.1. Caracteristicas de los Bosques Primarios.

Los bosques primarios presentan grandes extensiones de ecosistemas forestales que tiene gran
importancia vital para el planeta y sus habitantes, se estima que el 80 % del total de los bosques
han sido destruidos o alterados, estos poseen diferentes funciones como la conservacion de la

biodiversidad, sumideros de carbono, y ayudan a la preservacion de habitats, flora y fauna (Guia
natural, 2011, p.1).

De acuerdo con (Amaguaya, 2015, pp. 8-39) en el suelo se encuentran microorganismos, humus, y en
forma condensada carbono organico, el cual funciona como fuente energética principal para los
microorganismos, estos microorganismos actGan como vinculo para la descomposicion de
materia organica y propician la reintroduccion de compuestos inorgéanicos lo cual produce

biomasa microbiana que sirve como alimento a microorganismo detritivoros (Amaguaya, 2015;
citados de Ordofiez, 1999).



1.2. Muestreo

La planificacion de muestreo de suelo es un proceso de gestion previa al campo que contiene
informacidn relacionada con cada una de las actividades que conforman el muestreo, y define los
criterios para la toma de muestras, de acuerdo con los objetivos de este; estos objetivos determinan

la técnica, el patron de muestreo, los equipos a utilizar y el tipo de custodia (Mendoza y Espinoza,
2017: pp.13-14).

1.2.1. Tipos de muestreos del suelo

De acuerdo (Mendoza y Espinoza, 2017: pp.13-14) el muestreo del suelo es la actividad de recoleccion
de muestras que nos permiten caracterizar el suelo en estudio, es definida como una parte
representativa que nos permite demostrar las caracteristicas que presenta el suelo que se esta

analizando.

Una muestra simple es obtenida mediante una sola extraccion del suelo, que por lo general son
usadas en trabajos de investigacion, extension, y en suelos muy homogéneos; sin embargo, una
muestra compuesta hace referencia a muestras obtenidas por varias extracciones que son reunidas
en recipientes previamente codificados por profundidad donde se extrae un Kg de suelo, lo cual

es recomendable obtener entre 6 a 12 submuestras por unidad de muestreo (Mendoza y Espinoza,
2017: pp.13-14).

1.3. Suelo.

Sanchez (2022, p.11) sefiala que el suelo es un sitio donde habitan toda clase de microorganismos
(bacterias, hongos y levaduras) los cuales son capaces de producir metabolitos de interés, de
acuerdo con el conteo en placas se estima un aproximado de 108 a 1010 unidades de bacterias por

gramo de suelo.

Patifio (2018, pp.1-10) el suelo contiene una mega diversidad de microorganismos especialmente en
la rizosfera y consecuentemente los genes para la degradacion o trasformacion de compuestos
orgénicos sobre el planeta, lo cual representa un ambiente adecuado para el descubrimiento para
nuevas especies microbianas que pueden presentarse como una alternativa para para la industria

biotecnoldgica.



1.3.1. Horizontes de un suelo.

De acuerdo con Garcia (2009, p.12) las capas donde esta ubicado el material del suelo se lo llama

horizonte y la superposicion constituye el perfil de los suelos.

(Mengual, 2013. p.28; citado en Duchi, 2022) el horizonte A es el méas superficial ya que se encuentra en
la superficie de la tierra, y el horizonte C es méas profundo ya que se encuentra alrededor de 30

cm de profundidad de la tierra.

El horizonte A presenta una mayor cantidad de materia organica con una coloracion gris oscuro,
de estructura migajosa y granular, situada a 0 - 20 cm de profundidad; generalmente en un gramo
de suelo se aproxima que existen 2500 millones de bacterias, méas medio millén de hongos, y una

estimacion de protozoos (Henry y Heinke, 1999: p.10).

Con respecto a (Moncayo, 2000, p.14), la capa u horizonte B tiene una profundidad del suelo que esta
entre los 20 a 40 cm, donde existen microorganismos como bacterias aerdbicas, bacterias
anaerdbicas y Actinomycetes, entre otros, lo que significa que la microbiota benéfica también se

encuentra en la capa B.

Harizante B
_Horizone C

ante D/R

llustracién 1-1: Horizontes del suelo.
Fuente: (Soil Horizont, 2022)

1.3.2. Composicién del suelo.

Aguilera (2000, pp.77-78) sefiala que la mayoria de la materia organica del suelo es constituyente
esencial de un sistema edafico ya que debido a su constitucion y propiedades es responsable de

los procesos fisico — quimicos y biologicos del suelo.
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Segun (Aguilera, 2000, pp.77-78) manifiesta que los importantes hongos y bacterias solubilizadoras,
al igual que una fuente de fésforo, nitrégeno y azufre, ademas, las interacciones micorrizas

permite al ecosistema aumentar la eficiencia de la captacion de algunos de los nutrientes.

1.3.3. Propiedades fisicos- quimicos del suelo.

1.3.3.1. Relacion del suelo pH.

El pH es una propiedad quimica que se encarga de medir el grado de acidez o alcalinidad de las
soluciones acuosas, en el suelo es de mucha importancia ya que nos indica que tan &cida o alcalina
es la solucion del suelo, que es de donde las raices y los microorganismos del suelo toman sus

nutrientes (Osorio, 2012, pp.1-4).

Los suelos virgenes tienden a tener valores de pH 3 - 5 en que demuestra que existe una toxicidad
moderada por el aluminio y manganeso, también, existe una deficiencia de fosforo, azufre y

molibdeno presentando un alto nivel de algunos micronutrientes (Bava, 1997, p.27).

De acuerdo con (Azcarate et al., 2008: p.45) manifiestan que los nutrientes influyen en el crecimiento
microbiano ya que proporciona la energia para el desarrollo de estos; las bacterias crecen
facilmente en medios acidos (pH 4-5 o menores), las levaduras (4.5 - 6.0 pH), los hongos
filamentosos (3.0 - 4.0 pH) y para los actinomicetos (5.0 a 7.0 pH), en el caso que el pH se vea

alterado los microorganismos disminuiran su capacidad de crecimiento.
Sanchez (2005, pp.775-779) sefiala que las propiedades fisico - quimicas que presentan los suelos
estan acorde al contenido de materia organica y el pH del suelo, la biomasa microbiana es mejor

y estable, lo cual se traduce en una mayor actividad biol6gica en los microorganismos.

Tabla 1-1: Propiedades fisicos-quimicos del suelo.

MATERIA ORGANICA% REACCION pH REACCION
<0,9 Muy bajo <5 Fuertemente &cido
1,0-1,9 Bajo 51-6,5 Moderadamente acido
20-25 Normal 6,6-7,3 Neutro
26-35 Alto 7,4-85 Moderadamente alcalino
>3,6 Muy alto Mayor de 8,5 Fuertemente alcalino

(suelos sodicos)

Fuente: (Agrolab, 2005 pag. 31).



1.3.3.2. Materia orgénica del suelo.

De acuerdo con (Docampo, 2010, pp.81-89) la materia organica (MO) desempefian un papel
importante en la calidad del suelo, ya que su calidad y cantidad intervienen directa e
indirectamente sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, pero es solo una fraccion de su

cantidad total, solo un pequefio porcentaje.

Segun (Medina et al., 2022: pp.14-16) la materia orgénica estad conformada por compuestos como
carbohidratos, lignina y proteinas, y, los microorganismos descomponen la materia organica en
dioxido de carbono y los residuos mas elasticos en humus. En el proceso de descomposicion los

microorganismos suelen combinarse con el nitrégeno presente en el suelo (Geissman, 1973, pp.2-3).

Segun la investigacion de (Doris y Placensia et al., 2012: pp.6-8) sefiala que la cantidad de materia
organica del suelo dependera de la vegetacion, clima, textura del suelo, drenaje del mismo y de
su laboreo, los suelos minerales que tienen el mayor contenido de materia orgédnica son
provenientes de suelos de praderas virgenes; los suelos de bosques primarios que tengan climas

calidos tendran una menor cantidad de materia organica.

De acuerdo con (Azcarate, 2008, p.45) el desarrollo de los microrganismos se da de acuerdo la
presencia de nitrégeno, pues para la descomposicion de 30 g de celulosa se aplica 1 g de nitrégeno,
esto permite comprender la importancia de la relacidn entre el carbono y nitrégeno en los aportes

organicos donde degradan moléculas complejas de materia organica formando humus.

Segun (Patifio, 2018, pp.1-10) manifiesta que los suelos de bosques primarios presentan un rango de
materia organica > 3,6 y un pH menor a 5, lo cual dentro de las propiedades fisico-quimicas del
suelo la materia organica tiene una reaccion desde muy bajo (< 0,9) hasta muy alto (>3,6) y un
pH con una reaccidn fuertemente &cida (< 5) a un fuertemente alcalino (> 8,5), lo cual permite la
supervivencia de algunas bacterias y la eliminacién de otras bacterias como indica en su

investigacion (Hernéndez, 2016, p.12-16).

(Amaguaya, 2015, pp.33-39) en su investigacion sobre las propiedades fisico quimica del suelo de
bosque nativo del canton Alausi, reporté el 52,72 % de humedad, siendo de un factor muy
importante el agua para el crecimiento y desarrollo de microorganismos, ademas obtuvo un pH

de 5.71, y un 22.20% de materia organica.



1.3.3.3. Nitrégeno.

De acuerdo con (Burbano, 2015, p.13) las plantas, los animales y la mayoria de los microorganismos
solo utilizan nitrégeno combinado, es decir, nitrégeno integrado en un compuesto quimico,

dependientes de formas inorganicas de aquel elemento, como nitratos, amonio, etc.

1.4. Microorganismos.

Arias et al., (2005: p.15) definen como seres de tamafio microscopico, con una organizacién
bioldgica sin diferenciacion de tejidos u 6rganos, entre estos se encuentran bacterias, hongos,
protozoos y virus, capaces de sobrevivir en ambientes como el suelo, el agua, el aire, la comida

etc.

De acuerdo a Arias (2005, p.15) menciona que los microorganismos son seres primitivos y
numerosos que habitan en el planeta tierra, que han colonizado todo tipo ambiente, e interacttan
continuamente en todos los ecosistemas, ademas, son necesarios para el funcionamiento de los
sistemas bioldgicos y el sustento de la vida, puesto que participan en procesos metabolicos,
ecoldgicos y biotecnolégicos esenciales para la industria tanto farmacéutica, alimenticia, médica,
entre otras, asi, como para resolver problemas ecol6gicos y de contaminacién ambiental, lo que

significa que, parte de la actividad bioldgica esencial (Cerra et al., 2013: pp. 23-25).

Algunos microorganismos ocasionaron enfermedades devastadoras para la humanidad, como la
peste negra (1346 - 1361), se conoce que solo el 1 % de las especies conocidas pueden causar
dafio al ser humano, plantas o animales; ya que la mayoria de los microorganismos han
desempefiado funciones importantes dentro de la biotecnologia, o épocas antiguas como para la

elaboracion de vino o el pan, o en procesos fermentativos (Thieman y Palladino, 2010: pp.3-4).

1.4.1. La diversidad microbiana del suelo.

Segln (Garcia, 2011, pp.3-4) indica que los microorganismos presentes en el suelo utilizan la materia
organica o mineral como su principal fuente de energia y nutrientes, se clasifican en: aerobios,
anaerobios, facultativos (crecen con o sin presencia de oxigeno), acidéfilos, neutrofilos, basofilos,
heterétrofos y autétrofos, de igual manera si sobreviven a temperaturas entre los 15° a 40 ° C se
los denomina como mesdfilos, y a los que crecen a temperaturas menores a 15° C se los denomina

psicrofilos y temperaturas mayores a 40 ° C son termofilos.



De acuerdo con (Wassenaar, 2015, p.47) el suelo ideal para el crecimiento de microorganismos es
aquel que contiene una estructura con buena circulacién de aire y agua, la mayor concentracion

de microorganismos se la encuentra en la rizosfera.

(Benavides y Hermida, 2008, pp.22-23) en su estudio menciona que los microorganismos del suelo
representan la mayor proporcién de uso a nivel industrial, la comunidad edéafica dependera del
conjunto de nutrientes del ecosistema, pero pueden ser considerados como el principal agente
transformador en el movimiento de los nutrientes a través del suelo y como una fuente productora
de compuestos para las plantas durante sus ciclos de renovacion, ya que contiene el més alto
nimero de grupos microbianos, células bacterianas por gramo de suelo, pero existen una gran
problemaética, ya que no es la cantidad de microorganismos sino la sensibilidad de una fraccion
de grupos bacterianos muy alterable al cambio de condiciones ambientales, pudiendo estas dejar
de producir metabolitos y enzimas (Duxbury et al., 1989: pp.33-67).

Segln (Ledén et al., 2020: pp.10-11) en su estudio realizado indica que los efectos de los
microorganismos que estan en el suelo son muy amplios que van desde la fijacién del nitrégeno
hasta la descomposicién de la materia organica, ademas, de la produccion y mejoramiento de la

disponibilidad de nitratos, fosfatos, sulfatos y metales esenciales.

Generalmente el carbono es un factor limitante para el crecimiento microbiano en el suelo, aungque
también depende del nitrégeno y fosforo, probablemente distintas sustancias sean limitantes en
los suelos y que dichos factores puedan variar todo el tiempo, esto influird en las actividades

bacterianas que presente el suelo (Delgado, 2019, p.23).

1.4.2. Crecimiento de los microorganismos.

SegUn (Tortora et al., 2017 citado en Duchi, 2022) sefiala que el crecimiento de los microorganismos es
el aumento en cantidad constituyente y estructural de las células, cuando presenta crecimiento en
ausencia de division celular aumentara el tamafio y peso de la célula, mientras, que cuando el
crecimiento es continuo de division celular aumentara el nimero de células; si el crecimiento de
una poblacién es el aumento del numero de células sera consecuencia de un crecimiento

individual y previa division.

(Gémez et al., 2015, pp. 49-59) menciona que la velocidad de crecimiento exponencial se expresa como
tiempo de generacion y este se define como el tiempo que tarda una poblacion en duplicarse, los

tiempos de generacién 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.

Patifio (2018, pp. 1-10) indica que el crecimiento de una poblacion ocurre de una manera
exponencial; la velocidad de crecimiento exponencial esta expresado como tiempo de generacion
lo cual se define como el tiempo que se demora una poblacion den duplicarse, estos tiempos
dependeran especificamente de los microorganismos, algunos creceran rapidamente y presentaran
tiempos de generacion entre 30 minutos y otros variaran en horas o incluso dias (Tortora et al., 2017

citado en Duchi, 2022).

1.4.3. Bacterias presentes en el suelo.

Moreno y Velarde (2016: p.77) indica en su estudio que los suelos secundarios del bosque de
montafia y subtropico de la Provincia de Chimborazo existe presencia de microrganismos
benéficos descubiertos con facilidad debido a la formacion de micelios blancos que son bacterias
gram positivas, del género Lactobacillus y son bacilos esporulados, ademds, de mohos y

levaduras.

De acuerdo con (Grant, 1989, p.23), menciona que las poblaciones microbianas de gran mayoria de
los suelos estdn compuestas por bacterias gram positivas, donde se puede encontrar un
aproximado del 70 % en los aislamientos microbianos del suelo donde se clasifican en bacterias
gram positivas del género Arthrobacter sp, la mayoria de la microflora restante son del género
Bacillus sp, y Microccus sp y otros géneros encontrados son considerados nativos los cuales son

del género Acinetobacter sp, Agrobacterium sp., Alcaligenes sp. Nocardia sp.

Benavides (2008, p.6), indica que existe un alto porcentaje de bacterias Gram positivas lo cual
mediante el uso de pruebas bioquimicas y medios de cultivos selectivos se identificaron entre 40
cepas bacterianas correspondientes a los siguientes géneros: Amphibacillus, Bacillus,
Brochothrix, Caryophanon, Kurthia, Lactobacillus, Lactococcus, Listeria, Micrococcus,
Pediococcus, Sacharococeus, Sarciana, Sporolactobacillus, Sporosarcina, Staphylococcus y
Trichococcu en la cual los géneros Bacillus y Lactobacillus fueron los géneros mas

predominantes de su investigacion.
1.4.4. Bacterias acido lacticas.
Segun (Ramirez et al., 2011: pp.1-3) las bacterias &cido - lacticas (BAL) pertenecen a un grupo de

microorganismos representadas por distintos géneros con caracteristicas morfoldgicas,
10



fisioldgicas y metabolicas en comun, las BAL por lo general son cocos o bacilos gram positivos,
no esporulados, anaerdbicos, no maéviles, microaerofilicos o aerotolerantes con oxidasa y catalasa
negativas, carecen de citocromos, como el Unico o principal producto es la fermentacion de
carbohidratos, ademas, las BAL son acido tolerantes capaces de crecer en pH bajos como 3.2

hasta un pH méaximo de 5.5 y a temperaturas entre 20 - 45 °© C (Ramirez et al., 2011: pp.1-3).

De acuerdo con (Murillo y Pullupaxi, 2019: pp.40-41), la identificacion de bacterias acido - lacticas en
placas incubadas con agar MRS, forman colonias de color blanco cremoso, con un tamafio
aproximado de 1 a 2 mm, forma redonda, puntiformes, superficie convexa, de consistencia
himeda o lisa, cocos, diplococos (hileras pareadas), en forma cibica y también pueden presentar
formas alargadas como bacilos o bastones.

Segln (Castillo,2012, p.71) los define como bacilos microaerofilos, gram positivos y catalasa
negativa, estos organismos forman éacido lactico, pertenecientes al género Lactobacillus, se
dividen en dos grupos como Homofermentativas es el mayor y convierte casi completamente la
azlcar fermentada en &cido lactico y del grupo Heterofermentativas que producen cantidades
importantes de otros productos de fermentacion, incluyendo bidxido de carbono, etanol y acido
acético. Con respecto a su temperatura pueden ser tanto meséfilos como terméfilos capaces de
crecer entre 2 ° C y 53 ° C, aunque su temperatura éptima es de 30 - 40 ° C; su pH ideal oscila

entre 5,5y 6,2 (Castillo, 2012, p.71).

(Toalombo, 2012, pp.56-67) reportd en su investigacion realizada en un bosque Secundario en la
Provincia de Tungurahua en el canton Tisaleo, la identificacion de bacterias acido-lacticas como
el Lactobacillus plantarum de igual forma pudo identificar levaduras del género Sacharomyces

cerevisiae.

Segun (Carmen et al., 2011: p.7), manifiesta la presencia de bacterias acido - lacticas en un suelo de
bosque nativo de Colombia en la cual se pudo identificar Lactobacillus, Enterococcus y E.
faecium, género Bacillus con potencial biofertilizante al cultivo de platano en la Costa Atléantica
Colombiana. Por otra parte (Maza, 2004, p.33), indica que segin la morfologia de las bacterias
aisladas del suelo en medios de cultivos selectivos se identificaron las bacterias del género

Lactococcus spp y Enterococcus spp.
1.4.4.1. Bacillus.
(Ordéiiez, 1998, p.63) afirma que este género presenta Bacillus Gram positivos esporoformadores,

que poseen gran adaptabilidad y se disponen en pares o cadenas, ademas, de una gran
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adaptabilidad y bacterias enziméticas que pueden ser aislados en diversos héabitats con respecto

al calor, pH y salinidad.

(Ordoriez, 1998, p.63) menciona que tienen catalasa positiva y pueden crecer en medios sintéticos que
contengan azlcares, acidos organicos, alcoholes, como Unicas fuentes de carbono, ademas,

producen una enzima hidrolitica que degrada polisacéridos, cidos nucleicos y lipidos.

(Calvo y Zuiga, 2010, pp.31-39) manifiestan que el 100% de las cepas de Bacillus aisladas crecieron
de una forma 6ptima a un pH entre 4 - 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 %.

1.4.5. Bacterias acéticas

Segln (Gerard, 2016, p.2) define que son microorganismos que pertenecen a la familia
Acetobacteraceae, Gram negativos de forma elipsoidal o cilindrica que suelen encontrarse
aislados, en parejas o formando cadenas; con un tamafio que oscila entre 0,4 a 1 um de ancho y
de 0,8 a 4,5 um de longitud, son moviles por flagelacion polar, presentan actividad catalasa
positiva, oxidasa negativa y no forman endosporas, ademas, tienen un metabolismo aerébico

estricto.

(Joyeux et al., 1984: pp.153-156) mencionan que la temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 25
- 30 ° C, aunque también pueden desarrollarse a temperaturas mas altas (38 — 40 ° C) y otras, a
temperaturas mas bajas (10 © C). Su pH 6ptimo de crecimiento esta entre 5 y 6; sin embargo, la
mayoria de las cepas pueden crecer a pH inferiores a 5 pero la tolerancia a los bajos pH depende
de otros parametros, como la concentracion de etanol y la disponibilidad de oxigeno (Gullo et al.,

2006: pp.106-209).

1.4.6. Levaduras.

Pérez y Mendoza (2019: pp.11-12) mencionan que la levadura es un nombre genérico que agrupa a
una diversidad de organismos unicelulares, que incluyen especies patdgenas tanto para las plantas
y animales, asi como especies no solamente inocuas sino de gran utilidad; las levaduras han sido

utilizadas, desde la antigiiedad, en la elaboracion de cervezas, pan y vino.

Morfol6gicamente suelen ser esféricos, alargados, tienen tendencia a depositarse en el fondo del
liquido o flotar en la cual la mayoria de las levaduras tienen un ciclo de reproduccion asexual por
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gemacion, las colonias tienen un ancho de 2,50 — 10,00 mm y de largo 4,50 — 21,00 mm, una de
las levaduras méas conocidas es la especie (Saccharomyces cerevisiae), esta levadura tiene la
facultad de crecer en forma anaerobia realizando la fermentacion alcoholica como lo afirma

(Machin et al., 2016: pp.20-29).

1.4.6.1. Las levaduras presentes en el suelo.

Quintana (2017, p.37) menciona que en el suelo de los bosques investigados se desarrollan
levaduras del Phylum Basidiomycota, las especies de levaduras con mayor frecuencia de
ocurrencia fueron Cryptococcus phenolicus Cryptococcus podzolicus, Trichosporon porosum y
Saccharomyces Cerevisiae, estas especies junto a Cryptococcus aerius y Cryptococcus terricolus
se consideran en estos bosques mientras que las especies Rhodotorula fujisanensis, Rhodotorula
colostri, Cystofilobasidium infirmominiatum y Cystofilobasidium capitatum, también, indica que
se identificaron seis posibles especies nuevas, tres incluidas en el género Cryptococcus
(Basidiomycota) y tres incluidas en el género Candida (Ascomycota).

(Moreno y Velarde, 2016: p.77), en un estudio realizado en los bosques de un montafa subtrépica 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, que

producen sustancias bioactivas que estimulan el crecimiento y actividad de otras especies.

1.4.6.1.1. Saccharomyces cerevisiae.

Segun (Quispe, 2010, p.27) manifiesta que las levaduras sintetizan tanto sustancias antimicrobiales,
como compuestos Utiles para el crecimiento de las plantas, partiendo de aminoacidos y azUcares,
asi como de materia organica, los elementos producidos por las levaduras promueven la division
activa de células, siendo también, sustratos Utiles para las bacterias acido lacticas y los

actinomicetos.

(Duchi, 2022: citado en Guaman, 2015) n0S menciona sobre la evaluacion de la eficiencia de
microorganismos nativos, donde sefiala que las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae,
cumple la funcién de degradar proteinas complejas y carbohidratos y que puede crecer a un pH
entre 3 — 6, lo que pueden resistir a pH acidos. Por lo que (Toalombo, 2012, pp.56-67) realizé un
estudio en un bosque secundario de la provincia de Tungurahua lo cual pudo identificar levaduras

como Saccharomyces cerevisiae.
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1.4.7. Aislamiento microbiano.

Las técnicas de aislamiento microbiano permiten obtener microorganismos provenientes de
muestras complejas (suelo, alimentos, agua, etc.) donde existe una gran diversidad microbiana,
los cultivos puros estan conformados por un solo tipo de microorganismos, esto es indispensable
para conocer las caracteristicas morfolGgicas, tinciones, patogenidad y la sensibilidad a
antibidticos. Para esto es muy importante tener en cuenta las condiciones de incubacion optimas

para su desarrollo (Aquiahuatl y Pérez, 2004. p. 37).

1.4.8. Técnicas de aislamiento

De acuerdo con (Sanz, 2011, p.30) existen diferentes métodos de siembra como siembra por estria'y
en superficie, generalmente se aplica sobre un medio sélido que contiene la placa Petri, que tiene
como objetivo obtener por medio de un nimero elevado de microorganismos a un nimero

reducido de colonias denominado cultivos puros.

1.4.8.1. Método de siembra por estria en placa.

(Olivas y Alarcon, 2011, p.12) s un método cualitativo de aislamiento que consiste en una técnica de
siembra mediante estria que nos permite aislar bacterias que dan lugar a colonias separadas, es

decir un cultivo en un medio nuevo, asi permite desarrollar un cultivo bacteriano puros.

1.4.8.2. Método de siembra en superficie o siembra en placa.

(Volke & Lilia, 2012, p.12) menciona que esta técnica permite sembrar 0.1 mL de in6culo donde es
homogenizado con el asa de Digralsky obteniendo un conteo de microorganismo viables, esto nos

quiere decir que los microorganismos creceran en la superficie del agar.

1.4.9. Métodos de identificacion.

De acuerdo con (Cercenado y Cantén, 2010, pp.3-6) la identificacion bacteriana se realiza mediante
métodos convencionales que se basan en las caracteristicas fenotipicas, esto debido a que su
desarrollo y costo es accesible; los métodos tradicionales que se basan en las caracteristicas que

se visualizan en las bacterias como su morfologia, propiedades bioquimicas y metabdlicas.
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1.4.9.1. Tincién de Gram y morfologia.

De acuerdo con (Rodriguez y Arenas, 2018, p. 166-167) la tincion de gram diferencia a dos grupos de
bacterias, las gram positivas que tienden a una coloracion de azul violeta y las bacterias gram
negativas las que se decoloran y después se tifien con safranina; de igual forma las gram positivas
poseen una pared gruesa compuesta por peptidoglicanos lo cual la hacen impermeable resistente
a la decoloracion, a comparacién de las gram negativas que poseen una capa delgada de
peptidoglicano mas una capa de lipoproteinas que deshacen la decoloracion.

La tincion de las células corresponde a una herramienta usada en el area de la microbiologia;
corresponde a una de las tinciones mas conocidas en la microbiologia desarrollada en 1884 por
Hans Christian Gram, que tiene como fin diferenciar a dos grupos de bacterias, permitiendo
clasificarlas como gram positivas y gram negativas, esto dependera del colorante cristal violeta

usado en la tincion que se lo utiliza ampliamente en los laboratorios de microbiologia (Bonilla et
al., 2016. p.38).

Tamafio

Grande = mayor 1mm de diametro
Medio = 1Tmm
Pequefio = menos 1Tmm
Forma
-
= N ' 4 e D, oy

Circular Filamentosa Irreguiar Puntiforme Rizoide Ovalado
Elevacion

—— — _dh v . w
Plana Elevada Convexa Recdonda Centro elevado Umbilicada

Margen (borde de la colonia)

J 3 7Z =
Entera Ondulada Lobulada Dentada Filamentosa Rizado

Blanco, Negro, Crema, Naranja, efc.

riencia de la superficie
Brikante Suave Granular
Opaco Rugosa Cremcsa

Densidad (capacidad de ver a través de la colonia)
Opaca Transparente Translicida

Consistencia (observable al tomar una colonia con asa)
Cremosa Viscosa Friable Membranosa

llustracion 2-1: Caracterizacion morfoldgica de las bacterias.
Fuente: (Martinez y Steven, 2019, p. 24)

1.4.9.2. Movilidad

Por lo general las bacterias poseen pared celular y entre uno o varios flagelos que utilizan para
movilizarse en el medio que se encuentran, los flagelos les ayudan a moverse a distintos lugares

del medio con el fin de desarrollarse y tengan mejores condiciones o adquieran alimento (Pino,
2012; citados en Duchi, 2022, p.13).
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1.4.10. Pruebas bioquimicas.

De acuerdo con (Cercenado y Canton, 2010, pp.3-6) las pruebas bioquimicas nos permiten determinar
las caracteristicas metabdlicas que presentan las bacterias, existen técnicas rapidas que evallan la
presencia de una enzima y su reconocimiento puede varias entre segundos hasta horas, sin
embargo, otras pruebas requieren una incubacion entre 18 a 48 horas para el crecimiento del

microorganismo.

1.4.10.1. Prueba de catalasa.

La catalasa es una enzima que esta presente en la mayoria de los microorganismos que poseen
citocromos, estas bacterias sintetizan catalasa e hidrolizan el agua oxigenada en agua y oxigeno

liberando burbujas (Cercenado y Cantén, 2010, pp.3-6).

1.4.10.2. Prueba de oxidasa.

De acuerdo con (Cercenado y Cantén, 2010, pp.3-6) menciona que esta prueba permite determinar la
presencia de enzimas oxidasas, esta reaccion de oxidasa se debe a la presencia de un sistema de

citocromo - oxidasa que activa la oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno

molecular produciendo agua o peroxido de hidrégeno dependiendo de la especie.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Poblacién de estudio.

El presente trabajo de investigacion forma parte de un proyecto de investigacion de la Facultad
de Ciencias Pecuarias referente al estudio de microorganismos del suelo primario de la provincia
de Chimborazo, que tiene como objetivo dar a conocer a los docentes, técnicos y estudiantes de
la Carrera de Ingenieria Agroindustrial.

Se tomd muestras de suelo del bosque primario clasificados como bosques verde montanos,
ubicado en la provincia de Chimborazo del canton Cumanda ubicado a una altitud de 300 a 1900

msnm.

Suropata

llustracion 1-2: Ubicacion de muestreo — Cumanda.
Fuente: Google maps citado por Delgado, S, 2023

2.2. Tamafio de muestra.
Se recolectd muestras del suelo del bosque nativo del canton Cumanda en distintas areas, se tomé

2500 g de muestra la misma que fue empacada en fundas ziploc previamente codificada, las cuales
fueron transportadas en condiciones de refrigeracion.
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Para realizar el aislamiento se lo realizara a partir de 5 muestras obtenidas al inicio de suelo, se
preparara una solucion madre por cada 5 soluciones, la cual contiene 10 g de muestra de suelo en

90 ml de agua destilada para poder efectuar la aislacién e identificacion.

2.3. Seleccion de la muestra.

Para tomar la muestra del suelo se lo realiz6 de forma sistematica donde se intentd que la muestra
fuera lo méas representativa posible, la cantidad utilizada para el analisis fue de 2500 g de suelo,
cabe sefialar se tomé del suelo de la rizosfera (horizonte A) ya que se retird 30 cm de profundidad
de materia organica (horizonte O).

2.4. Localizacion y duracion del experimento.

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Ciencias Bioldgicas, Bromatologia
y Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo, ubicado en la Av.

Panamericana Sur km 1 Y.

lustracion 2-2: Localizacion de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
Fuente: Google maps citado por Delgado, S, 2023

2.5. Localizacion del lugar del muestreo.

La toma de muestras se realiz6 del suelo del bosque primario “Chalguayacu” del canton Cumanda

de la provincia de Chimborazo, este bosque es caracterizado por ser un bosque verde montano
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ubicado con las coordenadas 2°12'00”S 79°08'00"O y una altitud de 300 hasta 1900 msnm

aproximadamente.

T
9750000

llustracién 3-2: Zona amarilla area de muestreo.
Fuente:(Cumanda, 2019, p.25)

2.6. Unidades experimentales.

Para este estudio se utiliz6 500 g de suelo y se aplico 5 repeticiones con un total de 2500 g de

unidades experimentales.

2.7. Materiales, equipos e instalaciones

2.7.1. Materiales.

e Barreno

o GPS

¢ Fundas ziploc

e Cooler

e Camara fotografica

e Gradillas

e Tubos de ensayo

e Pipetas, micropipetas (10 ml; 5 ml)

e Asa de siembra
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e Frascos termorresistentes
e Mecheros

e Buretas

e Erlenmeyer

o Probetas (10 ml; 100 ml)
e Pinzas

e Piseta

o Cajas Petri vidrio

e Pera de succion

e Papel industrial

e Papel aluminio

¢ Botellas de plastico

e Tangue de gas

e Guantes, cofia y mandil

e Materiales de oficina

2.7.2. Insumos de laboratorio

e Agua destilada

e Alcohol (96 %)

e Agar MRS

e Agar PDA

e Agar Sabouraud
e Agar Acetobacter
e Medio Sim

e Caldo MRS

e Caldo PDA

e Caldo Acetobacter
e Azlcares para fermentacion (lactosa, glucosa, maltosa, manitol y fructosa)
e Glicerol

e Acido borico

e Acido clorhidrico
e Hidroxido de sodio
¢ Rojo fenol

e Lugol
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¢ Rojo fenol

e Safranina

e Alcohol cetona

e Yodo

e Aceite de inmersion

e Amonio cuaternario.

2.7.3. Equipos

e Autoclave

e Céamara de flujo laminar
e Estufa

e Balanza electronica

o \ortex

e Microscopio

e Bafio maria

e Espectrofotometro

e Computador

e Cémara fotografica

2.7.4. Instalaciones

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

Ciencias Pecuarias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.8. Mediciones experimentales.

Se analizaron las siguientes mediciones experimentales:

2.9. Caracteristicas analisis fisico - quimicas del suelo

- pH

- Humedad %

- Cenizas

- Materia organica %

- Nitrégeno %
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- Potasio (mg/L)
- Magnesio (mg/L)
- Nitratos (mg/L)

2.10. Aislamiento, purificacién e identificacion de microorganismos de uso Agroindustrial

del suelo

2.10.1. Bacterias acido - lacticas

Lactobacillus

Enterococcus

2.10.2. Bacterias acéticas

Acetobacter spp

2.10.3. Levaduras

Saccharomyces spp

2.11. Técnicas estadisticas

Estadistica descriptiva: media, y desviacion estandar

2.12.  Metodologia de la evaluacion

En la presente investigacion se utilizard el siguiente procedimiento:

2.13.  Método de muestreo en campo.

Se realizo el siguiente procedimiento de acuerdo con (Guia de muestreo, 2022, pp. 1-8):

Con una pala o azaddén previamente limpio, se procedié a cavar varios hoyos en el suelo de
aproximadamente 25 x 25 cm y 30 cm de profundidad, posteriormente se realiz6 la desinfeccion
del instrumental utilizado para asegurar que las muestras no se contaminaran, luego se tomaron
las muestras de suelo y se envasaron en fundas ziploc previamente codificadas y se colocaron en

un cooler para transportarlas a los laboratorios; tanto, para las pruebas fisicas y quimicas se utilizé
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250 g las cuales fueron pasadas por un tamiz para obtener una estructura uniforme, posterior se
mezclaron las muestras con agua destilada (90 ml) en 5 Erlenmeyer codificados, se realizaron

pruebas bioquimicas de acuerdo con las forma, color, estructura y consistencia de colonias.

2.14. Fase de laboratorio.

2.14.1. Método de preparar las muestras en laboratorio para el aislamiento.

El procedimiento de preparacion de las diluciones de las muestras obtenidas se lo realizé de

acuerdo con (Bou et al., 2011: pp.601-608) el cual, se detalla a continuacion:

Se prepararan tubos de ensayo de acuerdo con las repeticiones, que contenian 90 ml de agua
esterilizada y se pesaron 10 g de cada muestra, posteriormente, se realizaron diluciones de las
muestras hasta llegar a la dilucion 107, teniendo en cuenta que la primera dilucién de 10 contiene
10 g de muestra original (muestra madre); se homogeniz6 la muestra por 60 segundos utilizando
la misma técnica hasta llegar a una dilucién de 107, luego se tomé 1 ml de la dilucién 10° y se
procedi6 a sembrar en las cajas Petri con los medios de cultivo preparados, aplicando la técnica
de siembra con asa, con las cajas Petri previamente codificadas, se procede a hacer un estriado,

luego se colocaron en la incubadora a 27° C por un lapso de tiempo de 48 a 72 horas.

2.14.2. Siembra de Bacterias Acido - lacticas (Medio de Cultivo MRS).

Luego de obtener la dilucion de 1x107, se realizé el procedimiento de (vargas, 2018, p.28), detallado

a continuacion:

Se tomaron 7 g de agar MRS y se disolvieron en 100 ml de agua destilada, puesto que utilizaron
5 muestras por duplicado, cada placa Petri contiene 10 ml, se debe tener en cuenta que el agua

debe tener un pH entre 4.8 a 5.2.

70 g x 100 ml

Agar MRS (g) = 1000l

=7gdeAgar MRS

Preparado el agar MRS, junto a las placas Petri, pipetas, micropipetas, etc., se llevo a la autoclave
(120 ° C por 15 min). Se realiz6 la siembra en la camara de flujo laminar previamente esterilizada,
en cada tubo de ensayo se introduce 1 ml de concentracién 1x10° que se obtuvo a partir de la
muestra madre, para después dispersar la solucion en cada caja Petri, pasado las 24 y 48 horas se

debe observar para verificar el crecimiento de colonias (vargas, 2018, p.28).
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2.14.3. Siembra de levaduras (Medio de Cultivo Sabouraud).

El procedimiento se lo tomo de acuerdo con (Galindo, 2016 citado por Vargas, 2018) donde Para después
de obtener la concentracién de 1x10° en los tubos de ensayo se emplea 6.5 g de agar Sabouraud
disueltos en 100 ml de agua destilada previamente homogenizado, después de haber preparado el
agar, las cajas Petri, micropipetas, tubos de ensayo se colocaron en la autoclave (120° C por 15
min), posteriormente se debe desinfectar correctamente la camara de flujo laminar para luego
proceder a sembrar con la muestra de concentracion 1x107 a partir de la muestra madre, en cada
caja Petri se disperso la solucién (1 ml), finalmente, se incub6 a una temperatura de 30 ° C por
48 horas.

2.14.4. Siembra de bacterias fermentativas

A continuacién, se describe el siguiente procedimiento de acuerdo con (Vargas, 2018, p.28):

Se utiliz6 3.8 gramos de agar Acetobacter para proceder a disolver en 100 ml de agua destilada,
posteriormente, se procedié a autoclavar las cajas Petri, puntas, pipetas, etc., (120°C por 15 min),
se procedié a desinfectar la cAmara de flujo laminar, luego se realiz6 las siembras con las muestras
de concentracién 1x107° a partir de la muestra madre, donde se colocé 1 ml del tubo de ensayo de
concentracion y se dispers6 la solucion por toda la caja Petri. Finalmente se incubé a 30°C durante
72 horas.

2.14.5. Recuento en placa a las 48 horas.

Con respecto a (Aranaetal., 2022: pp.2-3) e procedid a contar las placas que presenten 30 a 300 colonias,
con la ayuda de una cuenta colonias, donde se observara la morfologia de cada colonia bacteriana
de acuerdo con su forma, tamafio, borde, consistencia, color. Se utilizd la siguiente formula para
realizar el conteo en placas:

Formulas para conteo de UFC

No. Colonias UFC = (CA + CM + CB /3) * 65

Donde:

- CA=cargaalto

- CM = carga medio
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- CB =cargabajo
- UFC/ml o UFC/g = No. de colonias por placa * el factor de dilucién / ml de la muestra

sembrada.

2.14.6. ldentificacidn macroscépica de microorganismos de uso agroindustrial.

Para el siguiente procedimiento se lo realizo de acuerdo con (Cerday Pérez, 2020):

Después de obtener los resultados, se procedid a analizar las cantidades de colonias presentes en
las cajas Petri, luego de 48 horas de ser incubadas a una temperatura de 30 ° C, luego en él cuenta
colonias se observd las caracteristicas morfolégicas como tamafio, forma, color y apariencia,
ademas, se debera tener en cuenta el olor; posteriormente se efectud una evaluacion macroscopica
de las colonias donde se hace una comparacion con colonias de microrganismos consultados
bibliograficamente teniendo en cuenta la diferencia entre bacterias acido-lacticas, levaduras y
bacterias fermentativas como las de la familia Saccharomyces, Lactobacillus y Acetobacter.

2.14.7. Identificacion microscopica de Bacterias Acido Lactica.

(Otero, 2011, p. 26) describe el siguiente procedimiento detallado a continuacion:

Previamente se procede a desinfectar y esterilizar el lugar y los materiales que se van a utilizar.
Se procedi6 a colocar una gota de agua destilada en un portaobjetos, con la ayuda del asa de
siembra se esteriliza al rojo vivo en el mechero y se frota en la muestra, se realizé la técnica de
tincién de Gram y posteriormente se adiciond una gota de aceite de inmersion para observar en el
microscopio con el lente de 100X.

2.14.8. ldentificacién microscdpica de levaduras.

Segun (Reynoso et al., 2006, p.75) describe el siguiente procedimiento:

Se realizo la limpieza y desinfeccion de los materiales que utilizaran, posteriormente, se adiciona
una gota de agua destilada en el portaobjetos para flamearla con la ayuda de un mechero, después

se realizo un frotis en el portaobjetos. Se realizé la tincion con azul de metileno, luego se agregd

una gota de aceite de inmersion, para observar con el lente de 100 X del microscopio.
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2.14.9. ldentificacién microscopica de Bacteria fermentativas.

De acuerdo con (Hernandez, 2016, p.76) detalla el siguiente procedimiento:

Para realizar este procedimiento se procedera a esterilizar y desinfectar todos los materiales a
emplear, en este analisis se adicion6 una gota de agua destilada al portaobjetos y con la ayuda de
un asa de siembra previamente flameada se tom6 una muestra para realizar un frotis en el
portaobjetos, después, se fijo la muestra y se aplico una tincién Gram, luego se afiadio aceite de
inmersion y finalmente se procede a observar con el lente de 100X en el microscopio.

2.14.10. Aislamiento de Bacterias Acido - LActicas

El procedimiento se lo realiz6 de acuerdo con (Verdezoto, 2017, p.28):

En este caso se toma la colonia de dilucién (1x107°) y con la ayuda del asa de siembra se flamea
por el mechero a rojo vivo y se toma una colonia de la caja Petri, para posterior sembrar en la
nueva placa mediante un estriado a 90 ° sin levantar el asa; de igual manera se realiza un segundo
estriado sin tocar el primer estriado, luego se procedié a envolver las placas con Parafilm para
colocarlos en una ambiente anaerobiosis por 48 horas a 37 ° C. Después de un lapso de 48 hora
con la ayuda del cuenta colonias se procede a observar si existe presencia de colonias secundarias
de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas, posteriormente se realiza una nueva siembra con
las colonias descubiertas en las cajas Petri, y se procedera a realizar nuevamente la siembra y se
esperara 48 horas para presenciar si hubo o no crecimiento; este procedimiento se realizé hasta
observar homogeneidad en las colonias de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas, una vez

obtenido homogeneidad se habra obtenido un cultivo puro.

lustracion 4-2: Aislamiento mediante siembra por estrias.

Fuente: (Ordofiez, 2013)
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2.14.11. Aislamiento de levaduras.

Procedimiento:

Se lo realizé de acuerdo con (Achigar, 2017, p.46) que se detalla a continuacion:

Para este procedimiento se utiliz6 agar Sabouraud; se procedi6 a auto clavar todos los materiales
que se van a utilizar, se tomaron en cuenta las colonias que resistieron a una concentracion de
alcohol del 5 %, para realizar la siembra en nuevas cajas Petri la concentracion del 1x107°, con el
asa de siembra flameada al rojo vivo en el mechero; se tomé una colonia de la muestra y se
procedid a realizar la siembra en una nueva caja Petri por estriado a 90 ° sin levantar el asa de
siembra y evitando tomar contacto con el segundo estriado. Después se incubo las cajas Petri a
una temperatura de 25 ° C por 48 horas, transcurrido el tiempo se verificd si existié crecimiento
de colonias en las cajas, con la ayuda de la cuenta colonias se determind las caracteristicas de
cada colonia si existen diferentes especies. De igual manera se realizd nuevas siembras en la placa
esperando 48 horas hasta ver crecimiento, una vez que se obtengan colonias que presenten las

mismas caracteristicas morfolégicas y homogeneidad se habra obtenido un cultivo puro.

2.14.12. Aislamiento de bacterias fermentativas

De acuerdo con (Fernandez, 2014, p.62) determina el siguiente procedimiento:

En este caso se realiz6 un mejor aislamiento de las colonias que resistieron concentraciones del
8% de alcohol, se sembré en las cajas Petri con agar Acetobacter provenientes de la de
concentracion 1x107°, con el asa de siembra flameada al rojo vivo se procedié a tomar una colonia
de la muestra y se siembra en una nueva placa Petri mediante un estriado, después del primer
estriado se realiz6 otro estriado a 90 ° sin levantar el asa de siembra evitando tocar el primer
estriado, de igual forma el segundo estriado, posteriormente se incubd por 48 horas a una
temperatura de 25° C en condiciones aerobias. Pasado las 48 horas se verificd si existe
crecimiento de colonias secundarias, mediante €l cuenta colonias se identifica si existen nuevas
especies diferentes a la placa para posteriormente realizar una nueva siembra por estriado, técnica
aplicada anteriormente. Posterior a la siembra se verificara de igual forma si existe crecimiento
de nuevas colonias, mediante él cuenta colonias se identificara en base a las caracteristicas y

homogeneidad que presenten las bacterias se habra obtenido un cultivo puro.
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2.14.13. ldentificacién bioquimica de los microorganismos.

2.14.13.1. Prueba de catalasa.

El procedimiento se determiné en base a (Jaimes y Zulay 2011, p.52), se realizd un frotis en un
portaobjetos completamente limpio después se afiadi6 1 a 2 gotas de agua oxigenada al 3 %, donde
se pudo observar la presencia o ausencia de efervescencia evidenciando la presencia de catalasa,

las bacterias &cido - lcticas tienen catalasa negativa.

2.14.13.2. Prueba de oxidasa.

Se tomd una colonia con el asa de inoculacion y se depositd en una tira de oxidasa, cuando la La
cepa es oxidasa positiva existe un viraje del color blanco de la tira a morado, si no presenta esta
coloracion se reportard como oxidasa negativa (Jiménez y Vélez, 2012: pp.557-573).

2.14.13.3. Prueba de tincién de Gram

Para el procedimiento se lo realizé con respecto a (Toro, 2005, pp.14-17) detallado a continuacion:

Se procedid a colocar una gota en el portaobjetos limpio, con la ayuda del asa de siembra
previamente flameada en el mechero se procede a tomar una muestra de las colonias y se extiende
por el portaobjetos, se procede a fijar la muestra con el fuego; procedemos a colocar 1 gota de
cristal violeta por un minuto y se procede a lavar con agua destilada, luego colocamos 1 gota de
lugol por un minuto y nuevamente se lava con agua destilada; colocamos alcohol cetona por 30
segundos y lavamos, finalmente se coloca una gota de safranina por un minuto y procedemos a
lavar, dejamos reposar la muestra hasta que esté totalmente seca; colocamos una gota de aceite

de inmersion y procedemos a tomar lectura en el microscopio.
2.14.13.4. Prueba KOH.
Segln (Latorre, 2011, p. 26) indica que es una prueba de confirmacion de la tincion de gram, se

procede a raspar una colonia de la caja Petri y se frota en un portaobjetos, luego se le afiadi6 KOH

al 3 % y visualiza la aparicion de mucoide.
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2.14.13.5. Prueba de movilidad

Con la ayuda de una aguja se tom6 una muestra del cultivo solido, se procedio a sembrar en linea
recta tratando dos tercios de profundidad del medio de cultivo, luego se incubd por 24 horas a 37
° C en condiciones anaerobicas (Reynoso, 2011, p.28).

2.14.13.6. Prueba de fermentacion de azucares

Se formul6 caldo rojo fenol que se utiliza de base para evidenciar la fermentacion del carbohidrato
glucosa, ya que posee el indicador rojo fenol (Vargas, 2018, pp.30-38).

Formulacién de caldo rojo fenol

Los ingredientes se detallan siguiente cuadro el caldo rojo fenol y un pH final de 7.4, que se ajusté
con NaOH 2N (Vargas, 2018, pp.30-38).

Tabla 1-2: Ingredientes el caldo rojo fenol.

Ingredientes Cantidad
Peptona 12 ¢
NaCl 5¢
Extracto de carne 1lg
Rojo fenol 0,018¢g
Agua destilada 10 ml
Glucosa 10¢

Fuente: (Moreno, 2017, p. 34).
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Procedimiento:

Se procede a colocar 10 ml de rojo fenol en un tubo de ensayo estéril con la abertura hacia abajo,
procedemos a auto - clavar los tubos de ensayo (121 ° C * 15 minutos), evitando que el
carbohidrato sufra una reaccion de Maillard; posteriormente con la ayuda de una asa de
inoculacion se toma una cepa aislada y se inocula en el caldo por 37 ° C; si presenta fermentacion
obtendra una coloracién amarilla y si existe presencia de gas en el interior de los tubos Durham

sera positiva (Vargas, 2018, p.30).
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2.14.13.7. Prueba de fermentacion de azucares en bacterias acéticas y levaduras.

(Dickinson, 2015, pp. 1-4 citado en Duchi, 2022, p.27), la prueba de fermentacion de azucares en levaduras
y bacterias acéticas se utilizara AGAR TSI, lo cual contiene tres azlcares para detectar la
fermentacion de carbohidratos, y sulfato ferroso para la deteccion de produccion de acido

sulfhidrico.

Tabla 2-2: Ingredientes del TSI Agar

Digerido péptico de tejido animal 10,0g
Lactosa 10,09
Cloruro sédico 5049
Digerido pancredtico de caseina 10,09
Dextrosa 10,0¢g
Sacarosa 1049
Tiosulfato sédico 029
Sulfato ferroso de amonio 029
Rojo fenol 0,025¢g
Agar 1309

Fuente: (Duchi, 2022, p. 42)
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

De acuerdo con (Dickinson, 2015, pp.5-7) se realizo el siguiente procedimiento:

Utilizar las normas de higiene adecuadamente, para este analisis, se debe tocar con mucha cautela
s6lo el centro de una colonia aislada en un medio en placa entérico con una aguja estéril fria,
luego se inserta en el medio de la base del tubo para extender en ambas direcciones por la
superficie del agar, se incuba con las tapas flojas a 35 © C por 24 horas donde se detecta la

fermentacion de carbohidrato, produccion de gas o acido sulflrico (Dickinson, 2015, pp. 1-4).
2.14.13.8. Prueba bioquimica caldo YPD.

(Condalab, 2019, p.18) menciona que después del aislamiento se procede a enriquecer las muestras
aisladas en agua peptonada por 24 o 48 horas, después se preparara el caldo YPD afiadiendo

azucares que fermentan la familia de las levaduras Saccharomyces, la formula del caldo YPD se

detalla a continuacién:
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Tabla 3-2: Formula del caldo YPD.

Ingredientes Cantidad
Dextrosa 209
Peptona 209
(Cloranfenicol)* 059
Extracto de Levadura 109

Fuente: (Condalab, 2019, p. 18)
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Procedimiento:

Se utilizd dextrosa para preparar el caldo, después, se coloca en tubos de ensayo, posteriormente,
se agrega 1 ml de la muestra enriquecida, luego se introduce los tubos con el caldo YPD estéril
de color naranja; después de las 24 o 48 horas presenta una coloracion amarillo el caldo esto
significa que existe fermentacion que da un resultado positivo si el tubo con el caldo YPD no
cambia de color, pero si se mantiene anaranjado quiere decir que da negativo a fermentacion
(Condalab, 2019, p.18).

2.14.13.9. Conservacion de especies aisladas.

Procedimiento:

Se realizo el cultivo overnight a 33 ° C en el caldo MRS de las colonias aisladas, se mezcld
volumenes iguales y glicerol al 30 %, previamente esterilizada (120 ° C y atmosfera de presion),
posteriormente se colocaron bacterias acido-lacticas, bacterias acéticas y levaduras sobre el

glicerol y se procedié a mezclar constantemente hasta lograr una mezcla homogeénea (Vargas, 2018:
p.32)

2.15. Pruebas fisico - quimicas del suelo.

2.15.1. Medida del pH en las muestras del suelo.

Para el proceso de medicion de pH se realiz6 de acuerdo con la (NTE INEN-1SO 10390, 2014, p.6)
donde se procedi6 a medir con un potenciometro donde se tomé una muestra de 5 ml colocando
un vaso de precipitacion, posteriormente el potenciémetro se introduce en el vaso con la muestra
y se toma lectura del pH, cabe mencionar que el potenciémetro debe estar bien calibrado para
evitar errores de lectura, en esta investigacion pasé 30 dias para poder observar el cambio hasta

el proceso de fermentacion.
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2.15.2. Medicion de la cantidad de la materia seca en las muestras del suelo.

El siguiente procedimiento esta basado en la (NTE INEN-I1SO 11461, 2014, pp.1-12):

Se realiz6 un tamizado de la muestra fresca (suelo), se pes6 5 gramos en los crisoles previamente
tarados en una balanza analitica. Después se coloc6 en una mufla a 500 ° C por 6 horas luego se
retiro y se llevo a un desecador para que se enfrie (30 minutos) y asi tomar lectura de los
resultados; con los resultados obtenidos se realiza una calcinacion por 5 horas hasta que la muestra
se calcine por completo. La humedad seré la diferencia entre el peso del suelo fresco, es decir, los

5 gramos menos el peso del crisol con la muestra calcinada luego de las 5 horas en calcinacion.

(M2-m)

0 — a7 %

% SS Mo 100

Donde:

- S§ = sustancia seca en porcentaje en masa.

- m = masa de la capsulaen g

- M1 = masade lacéapsulacon lamuestraeng

- M2 = masade lacapsula con la muestra después del calentamiento en g

% HUMEDAD =100 - % SS

2.15.3. Medicién de la cantidad de cenizas en las muestras de suelo.

El procedimiento se lo realiz6 de acuerdo con (NTE 544, 1980, pp.1-5):

Se toma@ crisoles con la muestra del resultado del procedimiento anterior (humedad); luego se
procedio a calcinar las muestras y se procedio a colocar los crisoles en la mufla automatica a 500 °
C por 4 horas. Después de este periodo de tiempo, se extrae los crisoles de la mufla
cuidadosamente con pinzas para colocar en el desecador por 30 minutos, finalmente, se procedid

a la lectura de datos.

Para la determinacion del porcentaje de cenizas se emplea la siguiente férmula:

(€€~ x 100

0, =
%C (CS—w)
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Donde:

% C = Contenido de cenizas en porcentaje de masa.
w = Masa de la capsula vacia en g.
CC = Masa de la capsula con la muestra después de la incineracion en g

CS = Masa de la capsula con muestra antes de la incineracion en g.
2.15.4. Medicion de la cantidad de materia orgénica en las muestras del suelo.
Procedimiento:

Para la determinacion de materia organica se tamizd las muestras de suelo fresco, luego se pesé
5 gramos y se llevd a calcinar las muestras en los crisoles durante 5 horas; luego se calcino las
muestras en crisoles de porcelana aproximadamente 5 horas, posteriormente se llevé a la mufla
por 5 horas, transcurrido el tiempo se retird cuidadosamente con las pinzas para colocar en un

desecador y se toma los datos (Andrades et al., 2015: p.73).

% materia organica = % *100

Donde:

- Mo = Peso del crisol (g).
- M1 = Peso del crisol y la muestra seca (g).

- M2 =Peso del crisol y la muestra después su incineracion (g).

2.15.5. Medicion de la cantidad de nitrogeno en las muestras del suelo

El siguiente procedimiento se lo realiz6 de acuerdo con (Andrades et al., 2015: p.75):

Se empled el método Kjeldahl, se procedio a pesar 9 gramos de sulfato de sodio y 1 gramo sulfato
de cobre, se mezclay se lo coloca en el balon de digestion. Después se procede a pesar 2 gramos
de muestra de suelo fresco y se lo coloca en el balon de digestion, se adiciona 25 mL de H2SO4
y se procede a digestar hasta obtener un color verde esmeralda, luego de haber obtenido ese color
se deja reposar el balon y se le adicionan 200 ml de agua, 100 ml de NaOH y los catalizadores
(granallas de zinc); luego en un matraz Erlenmeyer se coloca 100 mL de H3BO3 (&cido borico)

al 25% donde se receptaré el liquido destilado.

33



Finalmente se procede a realizar la titulacién con HCI, y adicionando el indicador mixto (4 gotas)

se procede a titular y a tomar los valores.

(T-B)X14,007XN

0 =
#oN W(mg)

X100

Donde:

T = ml del HCL en valoracién de la muestra
B = ml del HCL en valoracion del blanco
N = Normalidad del valor

W = peso de la muestra mg.

2.15.6. Medicion de la cantidad de minerales (Magnesio) en las muestras de suelo

Procedimiento:

Se procedi6 a tomar 5 gramos de muestra de suelo fresco y se mezcl6 con 15 mL de agua destilada
en un matraz, luego se filtr6 con el papel filtro en el matraz, pasado el tiempo del filtrado por
completo se procede a llevar al espectrofotémetro; se coloco en la celda del espectrofotémetro de
10 mL y se le va a adicion0 el reactivo de lectura del mineral, en este caso el reactivo de magnesio
en polvo; luego se colocd la celda dentro del espectrofotdmetro y se procedid a encender el equipo
después se tomo lectura, la lectura se presentard en mg/L es decir miligramos por litros de potasio

en la muestra (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.53).

2.15.7. Medicién de la cantidad de minerales Nitratos en las muestras de suelo.

Procedimiento:

Se procedidé a tomar 5 gramos de suelo fresco y se mezcld con 15 mL de agua destilada en un
matraz, después se procedié a filtrar en papel filtro, una vez filtrado se lo llevd a un
espectrofotometro de 10 mL y a este se le va a adicionar el reactivo del mineral en este caso el
reactivo de nitrato en polvo; se coloca la celda dentro del espectrofotometro y se procede a
encender para tomar lectura, la cantidad estard expresada en forma de mg/L es decir miligramos

por litros de potasio en la muestra (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.53).
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2.15.8. Medicion de la cantidad de potasio en las muestras de suelo.

Procedimiento:

Se procedi6 a tomar 5 gramos de muestra fresca de suelo homogenizado, se mezcld con 15 mL
de agua destilada en un matraz, luego se procedié a agitar y continuamente se filtrd cn la ayuda
de embudos hasta filtrar completamente, una vez obtenido el filtrado se procede a llevar al
espectrofotometro en una celda de 10 mL, se le adiciona el reactivo del mineral para este caso
potasio en polvo, se encendid el equipo y se tomd la cantidad expresada en mg/L es decir

miligramos por litros de potasio en la muestra (HANNA INSTRUMENTS, 2021, p.53).
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis fisicos quimicos del suelo.

Composicién fisico quimico del suelo del bosque primario del Cantén Cumanda.

Tabla 1-3: Estadistica descriptiva del suelo del bosque primario del canton Cumanda.

Media Desviacion estandar
pH 6,55 +0,59
Materia Orgénica 48,62 +11,32
Humedad % 42,10 +8,19
Cenizas % 50,75 +23,70
Nitrdgeno % 0,22 +0,07
Nitrato (mg/L) 10,19 15,11
Potasio (mg/L) 7,84 +3,89
Magnesio (mg/L) 9,20 +6,41

Fuente: (Duchi, 2022, p.61)
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

3.1.1. pH del suelo del bosque primario.

Segun lo registrado en cuanto al pH del suelo de bosque nativo del canton Cumanda se obtuvo
un valor de 6,55 * 0,59 registrandose variaciones de 5 a 7,11 como se puede evidenciar en la tabla
1-3, considerandose una concentracién neutra segun indica la (FAO y MAG, 2013, p.23) lo cual
manifiesta que valores de (6.6 - 7.2) son neutros, resultados que coinciden, con lo indicado por
(Patifio, 2018, p.40), en su investigacion realizada en un suelo de bosque nativo en Llucud, lo cual
indica que adquirié un valor de 6.65, lo cual concuerda con los resultados conseguidos en la

presente investigacion.

3.1.2. Materia orgénica del suelo del bosque primario.

La tabla 1-3 revela que la cantidad de materia organica encontrado en el suelo de bosque nativo
tiene un valor de 48,62 + 11,32 con un rango maximo y minimo de 27,51 a 66,07, considerandose
muy alta segun lo indicado por la (FAO y MAG, 2013, p.23), Y (Duchi, 2022, p.63) donde manifiestan

que valores superiores a 3 % son altos en MO, mientras que en otra investigacion realizada por
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(Agrolab, 2005) afirma que el contenido de materia orgéanica en suelos de bosques se encuentran en
un rango de 0,9 a 3,6 % por lo tanto se puede verificar que en suelos con mayor contenido de

materia organica son normalmente los suelos de bosques primarios.

3.1.3. Humedad del suelo de bosque primario.

De acuerdo a los andlisis fisico quimicos del suelo de bosque primario del canton Cumanda tiene
un porcentaje de humedad de 42,10 + 8,19 variando Unicamente de 33,72 a 57,27, como lo indica
la tabla 1-3, determinando que los valores obtenidos son mayores por los obtenidos por (Duchi,
2022, p.54) en su estudio realizada en un suelo de bosque Primario en la Parroquia Pungald, lo cual
identifico una humedad de 9.30 %, esto responde a que el suelo de bosque primario de Pungala

es arenoso a diferencia del suelo de Cumanda que es mas arcilloso.

3.1.4. Ceniza del suelo de bosque primario.

Con los estudios realizados se verifico que la cantidad de cenizas del suelo de bosque primario de
Cumanda en estudio tiene un porcentaje de 50,75 + 23,70, variando entre de 8,74 a 82,97, como
lo pueden apreciar en la tabla 1-3. Lo cual los resultados obtenidos son inferiores a los
conseguidos por (Duchi, 2022, p.63), €n un bosque nativo de Pungald que obtuvo una cantidad de
cenizas de 90,82 %, posiblemente el bajo contenido de cenizas se deba por cantidad de materia

organica en concentraciones superiores o en el contenido de minerales en bajas cantidades.

3.1.5. Nitrégeno asimilable del suelo del bosque primario.

Con los datos obtenidos se logré verificar que la cantidad de nitrégeno del suelo de bosque
primario del cantén Cumanda posee un valor de 0,22 + 0,07 registrandose variaciones de 0,13 a
0,37, como podemos apreciar en la tabla 1-3, que se considera una concentracion media; de
acuerdo con lo manifestado por (FAOy MAG, 2013, p.19) y (Duchi, 2022, p.63) que considera que valores

0,15 al 0,25 %, son rangos medios.

Resultados iguales a los conseguidos por (Rivadeneira, 2015, p.33) lo cual menciona que en su estudio
en un suelo nativo del canton Cayambe obtuvo un valor medio de 0.17 %, sin embargo, en otro
estudio realizado por (Aguilar et al., 1987: p.15), en un bosque de Primario, menciona que los suelos
virgenes presentan valores entre 0,10 al 0,30 %, concordando con los resultados obtenidos en el

presente estudio.
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3.1.6. Cantidad de potasio (K), de las muestras de suelo de bosque primario.

Con la investigacion realizada se evidencio que el valor potasio expresada en miligramos por litro
del suelo de bosque primario tiene un valor de 7,84 + 3,89 registrandose variaciones de 3,8 a 17,3,
como lo revela la tabla 1-3, valores que son similares al estudio de (Mamani, 2014, p.31) , en un
bosque primario en Chile, que obtuvo un valor de potasio de 7,93 mg/L considerando una
concentracion baja en potasio segun lo expuesto por (Agrolab, 2005) que menciona que Vvalores

por debajo de 150 ppm son considerado suelos bajos en potasio.

3.1.7. Cantidad de magnesio (Mg), de las muestras de suelo de bosque primario.

Con el estudio obtenido, se pudo evidenciar que el valor de magnesio igualmente expresado Mg/L
en del suelo de bosque primario del cantdn Cumanda tiene un valor de 9,20 + 6,41, como se puede
evidenciar en latabla 1-3, resultados que concuerdan con el estudio realizado por (Espin, 2019, p.24),
en un suelo de Paramos cruz verde y Guasca CUNDINAMARCA, lo cual obtuvo un valor de
magnesio de 10 mg/L, considerado valores bajos en magnesio ya que segun (Agrolab Analisis

Técnicos, 2017) afirma que rangos menores a 200 ppm son bajos en magnesio.

3.1.8. Cantidad de nitratos de las muestras de suelo de bosque primario.

De acuerdo con la tabla 1-3, los datos obtenidos sobre la cantidad de nitratos del suelo de bosque
primario del cantén Cumanda posee un valor de 10,19 mg/L + 5,11 variando de 3,8 a 20, valores
gue son diferentes con la investigacion realizada por (Sepalveda, 2017, p.69), que manifiesta que en
su investigacion de un bosque primario obtuvo un rango de nitratos de 4.68 mg/L, lo cual se
considera un resultado inferior con la investigacion del presente estudio, esto responde a la

concentracion de cenizas en bajos rangos.

3.2. Bacterias Acido - LActicas.

3.2.1. Aislamiento de las Bacterias Acido - Lacticas.

Después de la observacion morfoldgica se lograron identificar 4 especies de bacterias acido
lacticas, de esta manera hacemos una comparacion de nuestras colonias con la morfologia que

tiene una colonia de BAL, presentando caracteristicas propias como es el color, tamafio, forma,

etc., que serviran para una identificacion morfoldgica adecuada con las especies ya identificadas
(Castillo, 2022, p.43).
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Tabla 2-3: Identificacion morfolégica de las BAL aisladas del bosque primario del

cantén Cumanda.

#Especie Superficie Forma Color
1 Cébncava Irregular Crema
2 Liza Circular Crema
3 Convexa Irregular Crema
4 Liza Irregular Crema

Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Se realizo la identificacion Morfoldgica observando su forma, color, superficie, como lo indica
en la Tabla 2-3, esto es un paso fundamental para el aislamiento de colonias bacterianas, en la
especie 1 se obtuvo una forma irregular, de color crema y superficie concava, la colonia 2 posee
una forma circular, color crema, y superficie liza, mientras que la colonia 3y 4 tienen semejanza
en su forma y color y se diferencia Unicamente en la superficie que son convexa, liza por lo que
concuerdan con los resultados realizados por (Heméndez, 2011, p.8), ¥ (Allauca, 2023, p. 65) en su
investigacion sobre aislamiento de cepas bacterianas en el medio s6lido MRS, en la que se
menciona que, para identificar morfolégicamente una bacteria acido lactica debe tener un tamafio
promedio de 1 a 5 mm, forma puntiforme, circular, regular, con superficie lizo, convexa, y

coéncava y color blanco o crema.

3.3. Caracterizacion de los microorganismos para uso agroindustrial.

3.3.1. Pruebas Bioquimicas de las especies aisladas de Bacterias acido lacticas.

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

de Ciencias Pecuarias se obtuvieron los siguientes resultados como se describe en la tabla 7-3
(Duchi, 2022, p.53).

Tabla 3-3: Pruebas bioquimicas en BAL Catalasa, Oxidasa e Hidréxido de Potasio.

#ESPECIE K(OH) TINCION OXIDASA CATALASA
1 - + - -
2 - + - -
3 - + - -
4 - + - -

Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.
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A partir del andlisis morfologico se aislaron 4 especies de Bacterias acido lacticas, sometiéndose
a pruebas bioquimicas bésicas llegando a la conclusién que todas las especies aisladas son
bacterias &cido - lacticas, ya que todas las especies resultaron negativas para oxidasa, catalasa e
hidroxido de potasio y positivos para tincién gram. Resultados similares a los descritos por
(Martinez y Steven, 2019: p.28) citado por (Almeida, 2017, p.28) en su investigacion sobre aislamiento de
microorganismos, mencionando que para ser considerada como BAL, debe ser oxidasa y catalasa
negativa y positivo a tincion gram, también se realizo la prueba del hidroxido de potasio, dando
una reaccion negativa a todas las especies aisladas, concordando con el criterio de (Duchi, 2022,
p.53), (Latorre, 2011, p.28) Y (Almeida, 2017, p.28) , que manifiesta que para ser considerado bacteria
acido lactico debe ser negativo a hidroxido de potasio.

3.3.2. Prueba de movilidad.

Todas las especies de BAL dieron negativo a la prueba de movilidad concordando con los
resultados expuestos por (Morales, 2011, p.19) que menciona, que para ser considerado como BAL
no debe haber la existencia de este tipo de reaccién.

3.3.3. Prueba de fermentacion de azucares.

La prueba de fermentacién de azUcares permite identificar la especie del BAL que existe en el
suelo de bosque primario del canton Cumanda la cual pasaron las pruebas anteriores de oxidasa,

catalasa y movilidad. Lo cual se obtuvieron resultados como se puede apreciar en la tabla 3-3.

Tabla 4-3: Resultados de la prueba de fermentacién de azlcares en BAL.

ESPECIE FRUCTOSA LACTOSA  MANITOL MALTOSA GLUCOSA SIM

P. pentosaceus + - + + + -
L. mesenteroides + - - - + -
L. brevis + + - + + .
L.plantarum + + + + + -

Fuente (Duchi, 2022, p.53).
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Con los estudios realizados en la prueba de fermentacion de carbohidratos; la especie numero 1
dio como resultados positivos a fructosa, maltosa, manitol, glucosa y negativo a lactosa,
concordando con los resultados obtenidos por (Rodriguez, 2020, p.70) , (Ahmad et al., 2018: p.3) en su
investigacion sobre capacidad de crecimiento, actividad antimicrobiana y susceptibilidad a
antimicrobianos por lo que probablemente corresponda a Pediococcus pentosaceus, la especie 2

dio positivo a los sustratos, glucosa, fructosa y negativo a lactosa, maltosa y manitol, lo cual
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probablemente pueda corresponder al género de Leucconostoc mesenteroides; concordando con
los resultados realizados por (Duchi, 2022, p.53), (Castillo, 2012, p.71) Y (Coman et al., 2019: p.1252) en su
estudio sobre aislamiento e identificacion de lactobacillus spp. (lactobacillaceae) resistentes en
suelos; la especie 3 negativo a manitol y positivo a glucosa, fructosa, lactosa y maltosa,
probablemente este tipo de especie pueda pertenecer a Lactobacillus brevis; siendo también
resultados similares a los reportados por (Garcia, 2007, p.70) Y (Coman et al., 2019: p.1252); Y finalmente
la especie 4, 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, (Duchi, 2022, p.53), (Peralta, 2014, p.47), Y (Ahmad et al., 2018, p.3) en su
estudio sobre identificacion de lactobacillus.

3.4. Bacterias Acéticas

3.4.1. ldentificacion morfoldgica de las Bacterias Acéticas.

Tabla 5-3: Morfologia de las bacterias acéticas aisladas del bosque primario del Cant6n

Cumanda.
#ESPECIE COLOR SUPERFICIE COLOR
1 Elipsoidal Crema-blanco Lisa brillante
2 Circular Crema-blanco Lisa brillante

Fuente; (Duchi, 2022, p.52).
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Se realiz6 la identificacién morfoldgica de cada una de las especies identificadas, observando su
forma, color, superficie, como lo indica la Tabla 5-3, por lo que la especie 1 posee una forma
Elipsoidal, de color crema-blanco y superficie brillante, la especie 2 posee una forma circular de
color beige y con una superficie lisa, resultados similares a los reportados por (Duchi, 2022, p.52).
(Hernéndez y Barbero, 2008: p.23) que menciona que para identificar a las bacterias acéticas
macroscopicamente debe tener un color crema o blanco, con formas elipsoidales o alargadas,
filamentosas, puntiforme o irregular y superficies lisas (con ramificaciones) y que pueden

presentarse de manera individual, en parejas o cadenas.

3.4.2. Pruebas Bioquimicas de las especies aisladas

La identificacion bioquimica de las especies aisladas se realiz6 en el Laboratorio de la Facultad

de Ciencias Pecuarias, obteniéndose los siguientes resultados como lo demuestra la tabla 6-3.
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Tabla 6-3: Pruebas bioquimicas en bacterias Acéticas Oxidasa y Catalasa.

#ESPECIE CATALASA OXIDASA TINCION
1 + - -
2 + - -

Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

De las 2 especies aisladas de bacterias acéticas, la especie 1 y 2 resulto negativo a oxidasa y
tincion gram y positivo para catalasa, concordando los resultados con los reportados por (Aguirre,
2018, p.28) en su investigacion de identificacion de microorganismos de suelos de la Provincia de
Pichincha, lo cual para que sea considerada bacteria acética debe ser catalasa positiva, tincion y

oxidasa negativa (Duchi, 2022, p.53).

(Flanzy, 2000, p.45) citado por (Rivera, 2013, p.5) también menciona que las bacterias acéticas, tienen
forma de pequefios bastoncitos, que al ser observadas al microscopio se pueden encontrar
agrupadas a menudo en parejas y a veces en pequefias cadenas. Algunas especies son inmoéviles
y otras maviles con flagelos polares, lo que coincide con los resultados obtenidos al momento de
realizar la tincion gram de las bacterias acéticas, ya que la especie 1 al observar al microscopio
se encontraba en forma de bastoncitos y agrupados, mientras que la especie 2 en pequefias

cadenas.

3.4.3. Prueba de fermentacion de azucares de las BAA

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 Cumanda las cuales pasaron las pruebas
anteriores de oxidasa, catalasa, y tincion gram, (Duchi, 2022, p.53). Lo cual se obtuvo los siguientes

resultados como se describe en la tabla 7-3

Tabla 7-3: Fermentacion de azUcares de bacterias acéticas.

#ESPECIE  HJS DEXTROSA FRUCTOSA LACTOSA GLUCOSA
1 - + + - +
2 - - + - +

Fuente; (Duchi, 2022, p.54).
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Con los resultados obtenidos en la prueba de fermentacion de carbohidratos, la especie 1
proporciono resultado positivo a los sustratos como la glucosa, fructosa, dextrosa y negativo a

acido sulfhidrico y lactosa, la especie 2 mostro resultados positivos a glucosa, fructosa pero
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negativo a lactosa y &cido sulfhidrico, resultados similares a los obtenidos por (Salazar, 2017, p.66) y
a en su estudio sobre aislamiento de microrganismos en suelos y a (Duchi, 2022, p.54) lo cual tanto,
las especies 1y 2 pueden pertenecer al género al género, A. syzygii 0 A. aceti sin embrago, para
confirmar esto, se deberian realizar mas pruebas bioquimicas y correlacionarlas con pruebas
moleculares, pruebas API, etc., pero la probabilidad de que sean cualquiera de estos tipos de
géneros antes mencionados son altos, porque (Bastidas, 2019. p.76), en estudios realizados sobre el
proceso de fermentacion con microorganismos de montafia en Chile menciona que, se
encontraron varias especies del género Acetobacter, en especial el A. aceti, por lo que existe una
mayor posibilidad que en el suelo de bosque primario del Canton Cumanda exista este tipo de

género.

3.5. Levaduras.

Identificacion morfoldgica de Levaduras.

Con la observacion morfolégica se lograron identificar 2 especies de levaduras ya que para su
aislamiento se la realizd con Agar Potato Dextrosa (PDA), de esta manera hacemos una
comparacion de nuestras colonias con la morfologia de las colonias de levaduras, ya conocidas,

presentando caracteristicas propias como es el color, tamafio, forma, etc., (Castillo, 2022, p.46).

Tabla 8-3: Morfologia de las levaduras aisladas del bosque primario de Cumanda.

#ESPECIE COLOR SUPERFICIE FORMA
1 Blanco Céncavo Esférica
2 Crema Lisa Cilindrica

Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Se realiz6 la identificacién morfoldgica de cada una de las especies identificadas, observando su
forma, color, superficie, como lo indica en la Tabla 8-3, la especie 1 posee una forma esférica,
color blanco y superficie cdncavo, mientras que la especie 2 tiene una forma cilindrica, color
cremay superficie lisa, resultados similares a los reportados por (Duchi, 2022, p.54) y (Luisy Moncayo,
2007: p.58), que menciona que las levaduras deben tener una forma que puede ser desde esférica a
ovoide, alimonada, cilindrica, triangular e incluso alargada, de diametro, de color cremosas u

opacas, con superficie lisa.
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3.5.1. Pruebas Bioquimicas de las especies aisladas.

Tabla 9-3: Pruebas bioquimicas en Levaduras Caldo YPD.

24h 48h
ESPECIE FERMENTACION pH FERMENTACION pH
1 Presencia 5,3 Presencia 41
2 Presencia 5 Presencia 44

Fuente; (Duchi, 2022, p.55)
Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.

Se realiz6 la prueba de fermentacion a las 2 especies de levaduras ya identificadas
morfolégicamente en caldo YPD, como lo indica la tabla 9-3, pasadas las 48 horas las especies 1
y 2 el tono del caldo se volvié amarillo claro, lo que quiere decir que la prueba result6 positiva a
fermentacién y con un pH de 5 y 5.3, respectivamente, concordando con lo descrito por (Salazar,
2017, p. 34) que afirma que cuando un caldo YPD se torna amarillo existe la presencia de
fermentacion. (Condalab, 2019, p. 3) indica que este tipo de liquido es especificamente para el
crecimiento y desarrollo del género Sacharomyces. Por lo tanto, de acuerdo con las reacciones
producidas se estima que el género es el ya antes mencionado.

(Arias et al., 2019: p.57) afirma que al momento de observar microscopicamente a las levaduras del
género Saccharomyces pueden observarse como racimos laxos de levaduras grandes, de color
azul violeta en tincién gram, por lo que concuerdan con los resultados obtenidos al momento de
realizar la observacion en el microscopio con las cepas aisladas, ya que en la especie 1y 2 se

observo racimos grandes de levaduras.

3.5.2. Prueba de fermentacion de azucares de levaduras.

La prueba de fermentacion de azlcares ayuda a la identificacion de las especies de levaduras que
existe en el suelo de bosque primario de Cumanda anteriormente se realizé un analisis con caldo
YPD mediante el cual se estimé que pertenecen al género Sacharomyces, obteniendo los

siguientes resultados como se describe en la tabla 10-3.

Tabla 10-3: Pruebas bioquimicas en Levaduras en Fermentacion de Azucares.

ESPECIE H.S LACTOSA DEXTROSA GLUCOSA FRUCTOSA
1 - - + + +
2 - - + + +

Realizado por: Delgado, Silvia, 2023.
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Los resultados encontrados en la prueba de fermentacién de carbohidratos, tanto la especie 1y 2
dieron como resultados positivos a la glucosa, fructosa, dextrosa y negativo a lactosa y acido
sulfhidrico, lo cual estos resultados obtenidos son semejantes a 10s conseguidos por (Arias et al.,
2019: p.52) , Y (Mestre, 2011, p.5), por lo que tanto la especie 1y 2 de levadura posiblemente pueden
pertenecer al género Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces paradoxus, 0 Saccharomyces
carisbergensis, sin embargo se deberia realizar mas pruebas bioquimicas como pruebas API para

confirmar a cada uno de las especies identificadas.
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CONCLUSIONES

Se analiz6é la composicion fisico quimico del suelo dando como resultado un pH de 6,55
considerado neutro, materia organica de 48,62 %, cenizas de 50,75 %, nitrégeno de 0,22 %, una
humedad de 42,10 %, potasio 7,84 mg/L, nitratos 10,19 mg/L, magnesio 9,20 mg/L considerado

un suelo medio en minerales segun lo manifestado por el MAG.

Mediante las caracteristicas metabolicas se determind que el suelo de bosque primario en estudio
existio la presencia de 4 especies de bacterias acido - lacticas dando negativos para oxidasa,
catalasa e hidréxido de potasio, pero positivos para tincion gram, 2 especies de bacterias acéticas
dando como resultados negativos a tincion gram y oxidasa, pero positivo para catalasa, finalmente
2 especies de levaduras siendo positivos para caldo YPD y tincidn gram

Se logro identificar a cada una de las especies aisladas en cuanto a las bacterias acido lacticas
posiblemente pueden pertenecer a los géneros, Lactobacillus, Enterococus Leuconostoc; las
bacterias acéticas probablemente a los géneros Acetobacter; y las levaduras pueden corresponder

a los géneros de Sacharomyces.
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RECOMENDACIONES

Realizar este tipo de estudios en otros tipos de bosques en el Ecuador, para establecer la existencia

de microorganismos Utiles en la industria.
Con el afan de haber una mayor exactitud en cuanto a la identificacion de las especies aisladas,

en el bosque primario en estudio, se propone la utilizacion de pruebas API CHL 50 especifica o
la utilizacion de un PCR, ya que ayudarian con més precision a una mejor identificacion.
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ANEXOS

ANEXO A: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR MRS.

Composicion Instrucciones

Proteasa peptona N.° 3 10,09 1. Suspender 70 g en un litro de agua
Extracto de carne 10,09 destilada.

Extracto de levadura 5,09 2. Reposar 5 minutos y mezclar calentando
Dextrosa 20,09 a ebullicion durante 1 6 2 minutos.

Citrato de amonio 20g 3. Esterilizar en autoclave durante 15
Polisorbato 80 10¢g minutosa 121 °C.

Acetato de sodio 5,09

Citrato de amonio 2,09

Sulfato de magnesio 0,1g

Sulfato de manganeso 0,059

Agar 15,09

pH final: 6.5+ 0.2

ANEXO B: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO MRS.

Composicion Instrucciones

Proteasa peptona 10,09 1. Suspender 55,15 g en un litro de agua
Extracto de carne 10,09 destilada.

Extracto de levadura 5,09 2. Reposar 5 minutos y mezclar calentando a
Dextrosa 20,0¢g ebullicién durante 1 6 2 minutos.

Dipotasio de fosfato 204¢g 3. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos
Tween 80 1049 alz2l°C.

Acetato de sodio 5,09

Citrato de amonio 2,09

Sulfato de magnesio 0,1g

Sulfato de manganeso 0,059

pH final: 6.5+ 0.2




ANEXO C: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR ACETOBACTER GLUCOSA.

Composicion

Instrucciones

Extracto de levadura
Glucosa

Citrato de amonio
Carbonato de calcio

Agar

10,09
309
209

10,09
15,09

pH final: 7.4 £ 0.2

1. Suspender 38 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

minutosa 121 °C.

ANEXO D: COMPOSICION QUIMICA DEL AGAR SABORAU DEXTROSA.

Composicion

Instrucciones

mezcla de peptona y triptona
Dextrosa
Agar

10,09

15,09

40,09

pH final: 5.6 + 0.2

1. Suspender 65 g en un litro de agua
destilada.

2. Reposar 5 minutos y mezclar
calentando a ebullicién 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.

Composicion

Instrucciones

Infusion de papa
Dextrosa
Agar

4,09

15,09

20,09

pH final: 5.6 £ 0.2

1. Suspender 39 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.




ANEXO F: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO POTATO DEXTROSA BROTH.

Composicion

Instrucciones

Infusion de patatas
Dextrosa
Agar

200,0g
20,09
15,09

pH final: 5.1+0.2

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.

ANEXO G: COMPOSICION QUIMICA DEL CALDO YPD.

Composicion

Instrucciones

Extracto de levadura
Dextrosa

Peptona
Cloranfenicol

10,09

20,09
2009
059

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.

ANEXO H: ESTADISTICA DESCRIPTIVA pH DEL SUELO BOSQUE PRIMARIO.

pH

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

6,518
0,152750029
6,66

6,83
0,591598319
0,349988571
3,175699902
-1,922565557
2,11

5

7,11

97,77

15




ANEXO I: ESTADISTICA DESCRIPTIVA HUMEDAD DEL SUELO BOSQUE PRIMARIO.

ANEXO J: ESTADISTICA DESCRIPTIVA CENIZAS DEL SUELO DE BOSQUE

PRIMARIO.

%HUMEDAD

Media 42,10152994
Error tipico 2,117142764
Mediana 39,03245488
Moda #N/D
Desviacion estandar 8,199658666
Varianza de la muestra 67,23440225
Curtosis -0,408002176
Coeficiente de asimetria 0,994723864
Rango 23,55681464
Minimo 33,72246393
Maximo 57,27927857
Suma 631,522949
Cuenta 15
Nivel de confianza (95,0%) 4,540819617

%C

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Méximo

Suma

Cuenta

Nivel de confianza (95,0%)

50,75033573
6,119601184
54,22715941
#N/D
23,70111347
561,7427798
-0,812827503
-0,445151978
74,22964994
8,746759632
82,97640957
761,255036

15

13,12523916




ANEXO K: ESTADISTICA DESCRIPTIVA MATERIA ORGANICA DEL SUELO DE
BOSQUE PRIMARIO.

%MO

Media 48,6244532
Error tipico 2,92384824
Mediana 47,1856714
Moda #N/D

Desviacion estandar 11,3240156
Varianza de la muestra 128,233328
Curtosis -0,4909408
Coeficiente de asimetria -0,39349941
Rango 38,5587832
Minimo 27,5142434
Méximo 66,0730267
Suma 729,366798
Cuenta 15

ANEXO L: ESTADISTICA DESCRIPTIVA NITROGENO DEL SUELO DE BOSQUE
PRIMARIO.

%N

Media 0,22927356
Error tipico 0,01946161
Mediana 0,21515063
Moda #N/D

Desviacion estandar 0,07537449
Varianza de la muestra 0,00568131
Curtosis -0,20144936
Coeficiente de asimetria 0,80304818
Rango 0,24070781
Minimo 0,1316773
Maximo 0,37238511
Suma 3,43910338
Cuenta 15

Nivel de confianza (95,0%) 0,041741




ANEXO M: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE NITRATOS EN EL SUELO DE BOSQUE

PRIMARIO.

ANEXO N: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE POTASIO EN EL SUELO DE BOSQUE

PRIMARIO.

NITRATO Mg/L

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Méximo

Suma

Cuenta

10,18666667
1,320168339
9,6

#N/D
5,112989993
26,14266667
-0,778044438
0,505790763
16,2
3,8
20
152,8
15

POTASIO K mg/L

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Méximo

Suma

Cuenta

Nivel de confianza (95,0%)

7,84
1,005688582
6,1

6,1
3,895015129
15,17114286
0,901986027
1,130615251
13,5

3.8

17,3

117,6

15
2,156987483




ANEXO O: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE MAGNESIO DEL SUELO DE BOSQUE

PRIMARIO.

Mg (mg/L)

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestra
Curtosis

Coeficiente de asimetria
Rango

Minimo

Méximo

Suma

Cuenta

9,2
1,656732297
8

4
6,416496596
41,17142857
-0,333352621
0,795248057
20

2

22

138

15

ANEXO P: LUGAR Y REALIZACION DEL MUESTREO.




ANEXO Q: PESAJE DE LAS MUESTRAS Y ESTERILIZACION.

ANEXO S: SELECCION DE CEPAS MAS TINCION GRAM.

MUESTRA DILUCION | DESCRIPCION IMAGEN

Agar: MRS
Color: Crema
M1R1 10t Apariencia:
Translucida

Forma :irregular




M1R4

104

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida

Forma :irregular

M2R1

10

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida

Forma :irregular

M2R2

10

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida
Forma :irregular




M4R3

10

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida

Forma :irregular

M4R5

10

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida
Forma :irregular

M5R5

10°%

Agar: MRS
Color: Crema
Apariencia:
Translucida

Forma :irregular




M2R1

10

Agar: Sabouraud
Color: Crema
Apariencia:
Translucida
Forma :Circular

M1R5

105

Agar: Sabouraud
Color: Crema
Apariencia:
Translucida

Forma :Irregular

M2R2

10

Agar:
Acetobacter
(glucosa)
Color: Crema
Apariencia:
Translucida
Forma :Ovalada




M5R5 10° Agar:
Acetobacter
(glucosa)
Color: Crema
Apariencia:
Translucida
Forma :Ovalada

ANEXO T: RESULTADOS DE TINCION GRAM DE MRS,

Cddigo de la muestra:M2R1
Agar: MRS
Dilucion: 10t
Lente: 100X
Descripcion: Bacilos gram positivos

ANEXO U: PRUEBA DE TINCION DE GRAM SABOURAUD.




Cadigo de la muestra:M2R1

Agar: Sabouraud

Dilucién: 101

Lente: 100X

Descripcion: Coccus gram positivos

Cddigo de la muestra:M1R5
Agar: Sabouraud

Dilucion: 10°

Lente: 100X

Descripcion: Coccus gram positivos
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