UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:

EVALUACION DE BACTERIAS TRANSFORMADORAS DE
CARBONO OBTENIDAS DE SUELO DE PARAMO PRISTINO DEL
PARQUE NACIONAL CAYAMBE COCA

Trabajo de titulacion previo a la obtencion del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Linea de investigacion: Biotecnologia, energia y recursos naturales renovables

AUTORA:

Liliana Vanessa Chulde Roman

DIRECTOR:
Ing. Santiago Zarate Baca. MSc.

Ibarra — Ecuador
Julio 2024



;}’ % % UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
‘W z
5 EREwE § DIRECCION DE BIBLIOTECA

e § Y

1. IDENTIFICACION DE LA OBRA

En cumplimiento del Art. 144 de la Ley de Educacion Superior, hago la entrega del
presente trabajo a la Universidad Técnica del Norte para que sea publicado en el
Repositorio Digital Institucional, para lo cual pongo a disposicion la siguiente

informacion:

DATOS DE CONTACTO
CEDULA DE IDENTIDAD: | 0401869920

APELLIDOS Y NOMBRES: | CHULDE ROMAN LILIANA VANESSA

DIRECCION: Calle Rio Guayas y Babahoyo

EMAIL: lvchulder@utn.edu.ec

TELEFONO F1JO: B TELEFONO MOVIL: | 0987567898
DATOS DE LA OBRA

TITULO: Evaluacion de bacterias transformadoras de carbono

obtenidas de suelo de paramo pristino del Parque

Nacional Cayambe Coca.

AUTORA: Chulde Roman Liliana Vanessa

FECHA: DD/MM/AA 18/07/2024

SOLO PARA TRABAJOS DE GRADO

PROGRAMA: PREGRADO [)E] POSGRADOD
TITULO POR EL QUE

Ingeniera en Biotecnologia
OPTA:

ASESOR /DIRECTOR: Ing. Santiago Zarate MSc.
MSc. Pedro Barba




2. CONSTANCIAS

La autora manifiesta que la obra objeto de la presente autorizacion es original
y se la desarrollo, sin violar derechos de autor de terceros, por lo tanto, la obra
es original y que es el titular de los derechos patrimoniales, por lo que asume la
responsabilidad sobre el contenido de la misma y saldra en defensa de la
Universidad en caso de reclamacion por parte de terceros.

Ibarra, a los 18 dias del mes de Julio de 2024

LA AUTORA:

Nombre: LILIANA VANESSA CHULDE ROMAN



CERTIFICACION DIRECTOR DEL TRABAJO DE INTEGRACION
CURRICULAR

Ibarra, 18 de Julio del 2024

Ing. Santiago Zarate, MSc.

DIRECTOR DEL TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

CERTIFICA:

Haber revisado el presente informe final del trabajo de Integracién Curricular, el mismo
que se ajusta a las normas vigentes de la Universidad Técnica del Norte: en consecuencia,

autorizo su presentacion para los fines legales pertinentes.

ANTIAGO ZARATE MSec.
C.I: 1718974841




AGRADECIMIENTO

Agradezco primero a Dios por bendecirme en cada paso y poner a personas maravillosas
en mi vida, agradezco mucho a cada miembro de mi familia ya que este logro lleva el
nombre de cada uno de ellos, gracias por el amor incondicional, gracias a mi mami y papi
por darme el mejor regalo, la educacion, quiza ellos no tuvieron la oportunidad de sacar
una profesion pero se sacrificaron mucho para que yo si lo haga, a mis hermanas por ser
un soporte emocional y apoyo constante, a mi tutor Ing. Santiago Zarate MSc por su
orientacion y paciencia durante el desarrollo de mi investigacion, a mi asesor MSc Pedro
Barba y docentes porgue he sido testigo de la dedicacion y buena predisposicion de

ensefiar, ellos han dirigido con su ejemplo este camino de principio a fin.



DEDICATORIA

Dedico mi tesis a Dios por bendecirme cada dia por darme salud, los recursos necesarios
para poder desarrollar este proyecto y en especial por encargarse de poner a cada una de

las personas gque estuvieron presentes quienes con su apoyo esto fue posible.

A mis amados padres Yolanda y Miguel que con su amor, paciencia y esfuerzo me han
concedido la alegria de poder cumplir este suefio, a mis hermanas Monica y Janeth por su
ejemplo y palabras de aliento en todos los momentos, a mis sobrinos Estefy, Fer, Emy y
Edu por llenarme de alegria, a mi Perlita por acompafiarme en mis desveladas y darme
mucho amor. Gracias familia por sostenerme y levantarme cuando sentia que ya no podia

mas, por ser el motivo de salir adelante.

A mis amigas y amigos que fueron parte de mi desarrollo personal, cada uno sabe el lugar

que tiene en mi corazon ya que en alguna etapa de mi vida me apoyaron y me animaron.

Vi



INDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTO ...ttt ettt e e e et a e e nnaeeennneas \
DEDICATORIA ... ottt ettt sttt st te b e Vi
INDICE DE FIGURAS ....ooutiiiieieieiseinsis sttt 10
INDICE DE TABLAS ...ttt terie st es st asses s st 11
INDICE DE ANEXOS .....oiiuiimiiieiieiseiseesasis st sssessss st 12
CAPITULO |ttt 16
1. INTRODUCCION ....cocvisiceiesiiee ettt ess s st s s 16
1.1 Planteamiento del problema ..o 16
1.2 JUSEITICACION ...t e 17
13 Pregunta dirECIIIZ. ......cviieieeiee e 18
1.4 (@] 0] =] (Y1 TSR 19
141  ODbJetivVo GENETAL ....ceiiiiii e 19
1.4.2  ODbjetivos €SPECITICOS......ciiiiiiie e 19

15 HIPOTESIS ...ttt 19
CAPITULO .ottt 20
2. MARCO TEORICO ......ooiceeeeiieeeeeees ettt n s 20
2.1.1 Parque Nacional Cayambe COCa .........cccervrriirireniiinieeese e 20
2.1.2  SUEIO d& PAraMO .....ccveeiieiiie e 20
2.1.3  Microorganismos del SUEIO............ccociiiiriiiniieee s 20
2.1.4 Microorganismos asociados a la descomposicion de materia organica ..... 21
2.1.5 Relacion entre suelo, bacterias y carbono organico: ..........cccceceeevereennenne. 22

2.2 CRIUIOSA ...t bbbt 22
2.2.1  HidrolisiS de CEIUIOSA. .........coiiieiiiecee s 22
2.2.2  Pruebas de deteccidon de hidrolisis de celulosa...........ccccovvoevereenenniininne, 24
2.2.3  Importancia biotecnolBgiCa ..........ccccceeiiiiiiiiiccc e 25

220 T N [ 11T [o] o SRS 25
2.3.1  Hidrolisis del @almidOn ...........coooeiiiiiieieie e 26
2.3.2  Pruebas de deteccidon de hidrolisis de almidon...........cccoeoviiiininiinnn, 26
2.3.3 Importancia biotecnolOgiCa ..........ccccvivieiiiiiie e 27

24 L@ 111 1] - TSR 27
2.4.1  HidrolisisS de qUItING..........cceeiiiiieiieie e 27
2.4.2  Importancia DIOteCNOIOGICA ........cuerveuirierieiieieeee e 28

vii



2.5 Impacto del cambio climatico y disturbios en los pAramos andinos .............. 29

CAPITULO T ittt 30
3. METODOLOGIA ..ot e ettt 30
3.1 Descripcion del rea de eStudio ..........ccveveiieiiciieiecceee e 30
3.2 Ejecucion del primer objetivo eSpecifiCo ........ccccvivverviiiiiiie e 30
3.2.1 Activacion de inOculos baCterian0s ..........ccoeeeveiiriinieeieiese e 30
3.2.2 Formulacion de medios de CUltiVO..........cocveieveii i 31
3.2.3 ldentificacion de la actividad hidrolitica ...........ccoceovveieiiieiiiicceccn, 32
3.2.4 Calculo del indice hidrolitiCO ......c.ccvcvveiierieieie e 33
3.2.5  ANAlISIS ESTAISTICOS. ...cvveiieiiieiie st 33
3.3 Ejecucion del Segundo objetivo eSpecifiCo.......cooeiiieieiiiiiieiceccee, 33
3.3.1 Fermentacién en caldo Carboximetilcelulosa (CMC).........cccevevvevivennenne. 33
3.3.2  Fermentacion en caldo AIMIdON..........cccooeveiiieiiniiiieee e 37
3.4 Ejecucion del tercer objetivo eSpPecifiCo......ccccvvvviiieiiiie i 39
3.4.1  Revision DIbHOGrafiCa..........cccooviiiiiiie e 39
3.4.2  Seleccion de protocolos experimentales............ccovviveieiene s, 40
3.4.3 Adaptacion de optimizacion de protocolos ..........cccevevveviieiiciie i 40
3.4.4 Preparacion de medios de CUtIVO........cccceveiiiieiiiie e 40
3.4.5 Elaboracion de Procedimientos de Inoculacion y Cultivo..............c........... 40
3.4.6 Desarrollo de Mé&todos ANAltiCOS ........ccceivruererieieiiieeee e 40
3.4.7 Creacion de Curvas de CalibraCion ...........ccoceveniniiniininiene s 41
3.4.8 Implementacion de Andlisis EStadiStiCO.........cccovvviviiieriiiencie s, 41
CAPITULO 1V 1ottt 42
4, RESULTADOS Y DISCUSION.......cccoiirieieerieeesetseseeeissessssessesesss s senessenes 42
4.1 Identificacion de las bacterias transformadoras de carbono..............ccceeeee. 42
4.1.1 Activacidn y crecimiento bacteriano ..........ccccceevveieeriivie s 42
4.1.2 Caélculo del indice CElUIOITICO .......cveveieci e 43
4.1.3 Caélculo del indice amilolitiCO........coeriiriiiiiiiiicee s 46
4.2 Seleccionar bacterias promisorias en la transformacion de fuentes de carbono
47
4.2.1 Actividad celulolitica en medio liquido..........cccooeireniiiniiiiccee, 48
4.2.2  Actividad amilolitica en medio lQUIdO .........cccoevveieeiiiieiiece e 50
4.3 Elaborar un manual para la identificacion de bacterias transformadoras de
(02T o To] [0 SO URUR PSPPI 51
4,31 DISCUSION ...ttt sttt sttt ettt e tesaestesbesreereaneeneas 54
CAPITULO V.ot e sttt 56



5.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 ConcClUSIONES. ..o
5.2 Recomendaciones.........cccceeeeeeeeeeceieenann.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Hidrolisis enzimatica de la Celulosa. ..........cccovviiveiieiieiiecc e 23
Figura 2. Hidrdlisis enzimatica del almidon............cccooeiieiiiiccicceece e 26
Figura 3. Hidrolisis de qUITING ...........ccviieiieiieie e 28
Figura 4. Soluciones de glucosa a concentraciones CoNOCIdaS...........cccvvererererereeene 35
Figura 5. Crecimiento y actividad de las bacterias en el medio de celulosa, almidény

(01U USSR T 43
Figura 6 Cepas con indice celulolitico con respecto al control positivo ..............c........ 45
Figura 7 Cepas con indice amilolitico con respecto al control positivo........................ 47
Figura 8 Porcentajes de consumo de cepas celuloliticas .........ccoovvvreiiieneiiiienciceen, 49
Figura 9. Cinética el consumo de sustrato a base de celulosa..........cccccevvrvieivieennnne. 50
Figura 10 Porcentajes de consumo de cepas amiloliticas seleccionadas....................... 51
Figura 11. Cinética de consumo de almidin ..........c.coeiiiiiiiiiniienee e 51
Figura 12. Disefio de tablas de protoCoI0S. ..........cccuevvevieiieiece e 53
Figura 13. Contenido del manual ... 54

10



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Medios de CUITIVO ........ccveiiiiecieeee e 31
Tabla 2. Pruebas COIOMMEALIICAS. ......uuiiiiiiie et 32
Tabla 3.Medio de carboxXimetilcelulosa. ..o 34
Tabla 4. Concentraciones de QIUCOSA .......cc.coveiiriieiiiiiesie et 35
Tabla 5. Medio de almMitdOn.........c.couoiiiiiiieie e 37
Tabla 6 Concentraciones de yoduro de POtaSIO ..........eueruerverierirenieieie e 38
Tabla 7. Seleccion de microorganismos segun indice hidrolitico y actividad................ 48
Tabla 8. Andlisis de varianza reactores de celulosa con actinomicetos ............cc.ccooveuees 76
Tabla 9. Anélisis de varianza reactores de celulosa con pseudomonas.............cc.ccceeee. 76
Tabla 10. Analisis de varianza de reactores de almidon en actinomicetos..................... 77
Tabla 11. Andlisis de varianza de reactores de almidon en pseudomonas..................... 77
Tabla 12. Prueba de normalidad Shapiro-WIilKs...........cccceiiiiiiinieiecc e 77
Tabla 13. Prueba de Levene para homogeneidad de varianzas. ...........c.ccceevevereeieennnnn. 78
Tabla 14. Prueba de Chi cuadrado de Pearson evaluacion de actividad celulolitica. ..... 78

11



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion de Celulosa ..........ccuovvevieveiiiiie e 57
Anexo 2. Curva de calibracion de yoduro de potasio...........cccccevvveveeieeiieeieeiesee e 58
Anexo 3. Crecimiento y actividad de las cepas en los 3 medios formulados................. 58
Anexo 4. Crecimiento y actividad en medio de carboximetilcelulosa ........................... 61
Anexo 5. Crecimiento y actividad en medio de agar almidon............cccccevvveveiieireennenn, 67
Anexo 6 Crecimiento de actividad qUItINOITTICA ..........cccevvreriiiiii e 72
Anexo 7. Calculo del indice celulolitico de bacterias con actividad positiva ................ 75
Anexo 8.Calculo del indice amilolitico de bacterias con actividad positiva.................. 76

12



RESUMEN

Los paramos se encuentran distribuidos al largo de los Andes, desempefian un papel
ecosistémico fundamental, sus suelos albergan gran diversidad de microorganismos
nativos con diferentes capacidades siendo un punto de partida para aprovechar la
biodiversidad microbiana con caracteristicas especificas que permitan obtener nuevos
productos u optimizar procesos industriales. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad que tienen las bacterias aisladas previamente en el proyecto BIOGGEC para
degradar fuentes de carbono. Especificamente, se evalud la degradacion de los sustratos
celulosa, almidon y quitina. Para ello, se realizd un primer tamizaje por siembra de
puncion en agar carboximetilcelulosa, agar almidon y agar quitina. La actividad
celulolitica se revelo con una solucion de rojo congo al 1%. Un total de 49 cepas
evidenciaron halo de hidrdlisis alrededor de las colonias. Por otro lado, la actividad
amilolitica se evalu6 mediante la prueba de revelado con bolas de yoduro. Bajo este
método, 39 cepas generaron un halo de hidrdlisis. Finalmente, la actividad quitinolitica
evidenci6 Unicamente crecimiento en 41 cepas, mas no de la formacion de un halo de
hidrolisis, razéon por la cual no se considerd este sustrato en futuros anélisis.
Posteriormente, se realizd un segundo cribado bajo las mismas condiciones para cada
sustrato, priorizando el indice hidrolitico calculado, criterio que se tomd en cuenta para
el segundo objetivo conjuntamente con el criterio con respecto a la cepa que tengan mas
de una actividad enziméatica de los sustratos mencionados. Bajo estos criterios se
seleccionaron las cepas QA20, QP8, MA49, MP24 y MA37, MP49 para ser sometidas a
ensayos enzimaticos en sustratos liquidos de celulosa y almidén. Pruebas posteriores de
azucares reductores se realizaron para valorar el consumo de sustrato generado por cada
cepa. Los resultados revelaron que la cepa QP8 obtuvo un mayor porcentaje de consumo
de celulosa con el 62% y un 80% de almidon respecto al control a las 30 horas de cultivo.
Estos resultados demuestran que dentro de la biodiversidad de los suelos del paramo
pristino existen bacterias capaces de degradar eficientemente los polimeros mas
abundantes en la naturaleza como celulosa. EI descubrimiento de estas bacterias favorece
la comprension de la diversidad microbiana y proporciona informacion valiosa que

incluye un potencial biotecnoldgico en la parte energética, medioambiental y alimenticia

Palabras Clave: Actividad enzimética, bacteria, almiddn, celulosa, biotecnologia.
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ABSTRACT

The paramos are distributed along the Andes and play a fundamental ecosystemic role.
Their soils harbor a great diversity of native microorganisms with different capabilities,
serving as a starting point to harness microbial biodiversity with specific characteristics
to obtain new products or optimize industrial processes. The objective of this study was
to evaluate the capacity of bacteria previously isolated in the BIOGGEC project to
degrade carbon sources. Specifically, the degradation of cellulose, starch, and chitin
substrates was evaluated. For this purpose, an initial screening was performed by puncture
inoculation on carboxymethylcellulose agar, starch agar, and chitin agar. Cellulolytic
activity was revealed with a 1% Congo red solution. A total of 49 strains showed a
hydrolysis halo around the colonies. On the other hand, amylolytic activity was evaluated
using the iodine ball test. Under this method, 39 strains generated a hydrolysis halo.
Finally, chitinolytic activity only showed growth in 41 strains, but no hydrolysis halo
formation was observed, which is why this substrate was not considered in future
analyses. Subsequently, a second screening was conducted under the same conditions for
each substrate, prioritizing the calculated hydrolytic index, a criterion considered for the
second objective along with the criterion regarding strains with more than one enzymatic
activity for the mentioned substrates. Under these criteria, strains QA20, QP8, MA49,
MP24, MA37, and MP49 were selected to undergo enzymatic assays in liquid cellulose
and starch substrates. Subsequent reducing sugar tests were performed to assess the
substrate consumption generated by each strain. The results revealed that strain QP8
achieved the highest cellulose consumption percentage with 62% and 80% starch
compared to the control at 30 hours of culture. These results demonstrate that within the
biodiversity of pristine paramo soils, there are bacteria capable of efficiently degrading
the most abundant polymers in nature, such as cellulose. The discovery of these bacteria
enhances the understanding of microbial diversity and provides valuable information,
including biotechnological potential in the energy, environmental, and food sectors.

Keywords: Enzymatic activity, bacteria, starch, cellulose, biotechnology.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Los ecosistemas de paramo brindan varios servicios ecosistémicos como la belleza
escénica, proteccion hidrologica, fijacion y almacenamiento de carbono, debido a sus
caracteristicas Unicas (Llambi etal., 2012). Los paramos ecuatorianos han sido
ampliamente estudiados respecto a fauna y flora, sin embargo, el suelo y su microbiota
en general ha sido poco investigados (Granados et al., 2005), pese a ser un ecosistema

Unico y fragil que alberga una biodiversidad excepcional (Pinos et al., 2021).

Segun Lopez, Farinango (2022), en su estudio “Evaluacion de una estrategia de
biorremediacién de suelos de paramo afectados por incendio mediante consorcios de
microorganismos nativos del Parque Nacional Cayambe Coca” aislaron un total de 80
cepas bacterianas con el propdsito de utilizar estos microorganismos para
biorremediacion de suelos afectados por incendios. Las bacterias obtenidas de este
ecosistema desempefian un papel crucial en los procesos biogeogquimicos y su capacidad
para degradar carbono y el desconocimiento de las capacidades bacterianas presenta un

vacio en el entendimiento de procesos microbioldgicos presentes en los pAramos.

A pesar de la importancia critica de las bacterias del suelo que respecta al
funcionamiento saludable de los paramos, existe la falta de investigacion e informacién
que limita la capacidad para desarrollar estrategias de remediacion, conservacion y
manejo sostenible del paramo, volviéndose un obstaculo para aprovechar su potencial en
aplicaciones biotecnoldgicas y agricolas (Lizarazo & Gomez, 2014). La comprension de
las capacidades que tienen las bacterias aisladas en entornos extremos como los paramos
puede ayudar a desarrollar enfoques mas efectivos y sostenibles como el tratamiento de
desechos orgénicos y agricolas, en regiones donde los recursos son limitados (Castro
etal., 2011).

La disponibilidad de residuos sélidos urbanos, vegetales con gran contenido de
celulosa, lignina y almidon, asi como la gran cantidad de desechos diarios generados por
los sistemas agricolas, se vuelve una problematica sino tienen un posterior uso, su

acumulacion en el suelo da origen a la proliferacion de plagas y hospederos fitopatégenos
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ambientales. (Lira et al., 2019). Es asi que, la disposicién final de los residuos organicos
producidos representa un problema y la falta de desarrollo e investigacion de
microorganismos con capacidad de producir metabolitos bioldgicamente activos no se

desarrollan pese a ser procesos que sean economicamente rentables (Viteri et al., 2015).

Las bacterias del suelo son fundamentales en los ciclos biogeoquimicos y aunque
las cepas se aislaron para la biorremediacion de suelos afectados por incendios, la
informacion sobre la capacidad de transformar carbono ofrece una oportunidad Unica para
desarrollar tecnologias de restauracién sostenible y conservacion de ecosistemas en
particular dentro del contexto de la mitigacion al cambio climatico con un enfoque a la

resiliencia de los ecosistemas de paramo.

1.2 Justificacion

En Ecuador, dos tercios de la extension total de paramos se encuentran fuera del
Sistema Nacional de Areas Protegidas (Pinos et al., 2021). Lamentablemente no se le ha
dado la debida importancia a la investigacion del suelo del paramo, lo que ha generado
una escasez de informacion cientifica al respecto ignorando los principios basicos
relacionados con el tema (Llambi et al., 2012). La investigacion propuesta busca llenar
esta brecha en el conocimiento al evaluar la capacidad de bacterias aisladas del paramo

para degradar carbono.

Los microorganismos, en especial las bacterias juegan un rol importante en el
proceso de trasformacion o en el llamado ciclo de carbono, entender como estas bacterias
interactan con estos compuestos es fundamental para implementar estrategias de
conservacion efectivas dentro de ecosistemas, estudiar estas capacidades bacterianas
pueden proporcionar informacién importante de como influyen en los procesos
biogeoquimicos y equilibrio ecolégico de estos ecosistemas vulnerables, afectados por

actividades antrépicas como agricultura, pastoreo o quema.

Las bacterias del suelo son conocidas por su diversidad metabolica y su capacidad
para producir una amplia gama de compuestos bioactivos y enzimas con diversas
funciones (Sastoque et al., 2007). Al descomponer estructuras como celulosa, almidén y

quitina las bacterias producen una variedad de metabolitos secundarios que pueden tener
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propiedades bioactivas interesantes, como actividad antimicrobiana, antioxidante o
antifingica. Identificar y caracterizar estos metabolitos secundarios podria llevar al

descubrimiento de compuestos con aplicaciones en medicina, agricultura o industria.

Muchas bacterias del suelo, incluidas las aisladas de paramos, no solo tienen
implicaciones ambientales muchas de las bacterias producen enzimas que les permiten
descomponer y metabolizar diferentes sustratos organicos, algunas de estas enzimas,
como las celulasas o las amilasas son particularmente Utiles, como en la produccién de
biocombustibles, alimentos o productos farmacéuticos (Richard y col., 2006). Es asi
como desde hace varias décadas se han venido utilizando estos biocatalizadores en
procesos de la industria textil, alimentos, papel, detergentes y recientemente la industria
de bioetanol (Cabra et al., 2014).

En general los paramos son ecosistemas importantes para la captura de carbono a
nivel regional y global, sin embargo, la falta de conocimiento de estos ambientes limita
la comprension para conservar y gestionar adecuadamente estos ecosistemas unicos. El
estudio sobre el potencial que tienen las bacterias en la transformacion de carbono
presentes en el PNCC representaria una fuente de informacion de alto valor ecolégico, al
ampliar nuestra comprension sobre las capacidades de las bacterias para descomponer
carbono, no solo contribuira al desarrollo cientifico, sino que también tendra un impacto

significativo en la conservacion ambiental y la preservacion de estos ecosistemas.

1.3 Pregunta directriz

¢Las bacterias del proyecto BIOGEEC tienen la capacidad de degradar fuentes

de carbono?
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1.4  Objetivos
1.4.1 Objetivo general.

Evaluar las bacterias transformadoras de carbono procedentes de suelo de

paramo pristino del Parque Nacional Cayambe-Coca
1.4.2 Objetivos especificos

e Identificar las bacterias transformadoras de carbono del banco de cepas
del proyecto BIOGEEC.

e Seleccionar bacterias promisorias en la transformacion de fuentes de

carbono.

e Elaborar un manual para la identificacion de bacterias transformadoras de

carbono.

1.5 Hipotesis
En el parque nacional Cayambe coca existen microorganismos transformadores de

carbono, los cuales poseen diferentes actividades para degradar fuentes de carbono.

19



CAPITULO Il
2. MARCO TEORICO

2.1.1 Parque Nacional Cayambe Coca

El Parque Nacional Cayambe Coca (PNCC) pertenece a una areas protegidas del
Ecuador, se distribuye en cuatro provincias: Imbabura, Pichincha, Napo y Sucumbios y
posee un tipo de vegetacion de paramo de pajonal y pantanoso (Ministerio del Ambiente,
2020). Los paramos son ecosistemas fragiles neotropicales de alta montafia, en Ecuador
tienen una altura promedio de 3300msnm, cubren el 7 % de su territorio, el mismo que
no se encuentra protegido en su totalidad, y proveen de servicios ambientales a la
poblacion como recursos hidricos y sumideros de carbono principalmente que ayudan en

el control del calentamiento global (Hofstede et al., 2014).
2.1.2 Suelo de Paramo

El suelo de los paramos ecuatorianos al tener densidad aparente baja, estructura
abierta y porosa permite el desarrollo de plantas endémicas y diversidad faunistica (Valle
etal., 2009) El clima frio, humedo, y la baja presién atmosférica son factores que
favorecen la acumulacion de la materia organica (Zambrano et al., 2011). Los
microorganismos como bacterias y hongos comprenden mas del 90% de la biomasa
microbiana, actla en procesos de transformacion y dinamizacion de nutrientes para la
fijacion del nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos (Herndndez & Lizarazo, 2015)

descomposicion de materia organica y desarrollo del suelo (Rinnan & Baath, 2009).
2.1.3 Microorganismos del suelo

La diversa cantidad de microorganismos como hongos, bacterias, actinomicetos
que se encuentran en una fraccion del suelo cumple funciones precisas en la
transformacion de los componentes organicos e inorganicos, permiten la descomposicion
de la materia organica hasta los compuestos mas simples que le permiten absorber a las
plantas (Zambrano etal., 2011). La vida que se desarrolla en este tipo de entornos
pertenecientes al paramo depende su riqueza en el microbiota del suelo, se encarga de

procesos de mineralizacién, descomposicion y almacenamiento de carbono, que permiten

20



mantener un control positivo frente al cambio climéatico (Chuncho-Morocho & Chuncho,
2019).

La produccién y degradacion por bacterias son procesos de importancia en el
reciclamiento de la materia organica y en el comienzo de las tramas tréficas microbianas
(Cuevas, 2004). La riqueza de microorganismos provenientes del suelo es muy util en el
ciclo de transformacion de carbono, en especial las bacterias parte de la metanogénesis,

del ciclo de degradacion del carbono (Orejuela et al., 2012).
2.1.4 Microorganismos asociados a la descomposicion de materia organica

Los microorganismos asociados a la descomposicion de materia organica incluyen
bacterias, hongos y otros organismos especializados en descomponer residuos organicos,
n. En el suelo, la mayoria de compuestos organicos se procesan por microorganismos
heterétrofos que utilizan carbono orgdnico como fuente de nutrientes y de energia
(Rincon, 2013). Las bacterias y plantas desempefian un papel fundamental en la

transformacion del carbono, a través de procesos como la descomposicién y fotosintesis.

Los hongos, bacterias y actinobacterias por medio de secreciones de enzimas
hidroliticas tienen un papel fundamental en la depolimerizacion de componentes
organicos, entre los mas importantes son las celulasas, hemicelulasas, proteasas, lipasas
fosfatasas y arilsulfatasas que hidrolizan moléculas grandes como almidon, celulosa,
hemicelulosa, pectina, proteinas, lipidos y acidos nucleicos, que son asimilados por los

microorganismos como fuente de carbono y energia (Rodriguez & Llenque, 2016).

Algunas de las especies conocidas por degradar componentes organicos que se
hallan con mas frecuencia son Actinobifida chromogena, Thermoactinomyces vulgaris,
Micromonospora carbonacea, Streptomyces spp., entre otras (Toloza, 2023). Segun
Sanchez etal., (2020), Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens son algunas de las bacterias reconocidas en la industria por su
capacidad para degradar almidon, debido a su produccion de amilasas termoestables.
Aunque las enzimas de origen fungico son generalmente mas efectivas, las bacterias han
ganado atencion en los ultimos afios por sus enzimas, que presentan tasas de crecimiento

mas répidas en comparacién con los hongos (Véasquez & Millones, 2023).
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2.1.5 Relacion entre suelo, bacterias y carbono orgéanico:

Las bacterias del suelo desempefian un papel crucial en la transformacion del
carbono organico, descomponiendo residuos organicos como las exudaciones de raices y
restos frescos de plantas. Los productos de desecho de estas bacterias se convierten en
materia organica (Ireland & Trivandrum, 2009). El carbono orgéanico es vital para la
actividad biologica del suelo, ya que proporciona recursos energéticos en forma de
carbono labil a los organismos del suelo (Martinez & Fuentes, Juan Pablo Acevedo,
2008). Por lo tanto, las bacterias del suelo son un componente importante del ciclo del
carbono en el suelo y juegan un papel clave en la formacion y mantenimiento del carbono

organico del suelo.
2.2 Celulosa

La celulosa es la biomasa mas abundante en la tierra, especialmente en los
ecosistemas terrestres y acuaticos (Govindrao & Bassappa, 2018) se considera como el
producto primario de la fotosintesis en ambientes terrestres y el bio recurso renovable
maés abundante producido en la biosfera. Este polisacarido es cominmente degradado por
una enzima llamada celulasa, la cual es producida por varios microorganismos,

comunmente por bacterias y hongos (Sethi et al., 2013).

La celulosa constituye el componente esencial de las paredes celulares en la mayoria de
las plantas terrestres, se encuentra casi pura en fibra de algodén y y junto a otros
compuestos como la lignina y las hemicelulosas en la madera y los tallos de las hojas
(Lynd et al., 2002). Las zonas amorfas de la estructura cristalina de la celulosa presentan
una composicion heterogénea con diversos tipos de enlaces, lo que es fundamental para
su biodegradacion (Malherble & Cloete, 2002).

2.2.1 Hidrolisis de celulosa

La hidrolisis de la celulosa presenta mecanismos diferentes entre bacterias y
hongos aerobios y anaerobios. Los hongos y bacterias aerobios suelen tener un sistema
de celulasas no complejo, lo que resulta en la secrecion de enzimas hidroliticas de celulosa
en el entorno de cultivo. Por otro lado, las bacterias anaerobias, especialmente

Clostridium spp., y los hongos de los generos Neocallimastix, Piromonas vy
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Sphaeromonas, poseen un sistema de celulasas que forman un complejo, donde las

enzimas celuloliticas estan contenidas en una estructura llamada celulosoma.

Esta diferencia fundamental tiene implicaciones significativas en el uso
biotecnolégico de estos microorganismos, ya que los sistemas basados en bacterias y
hongos anaerobios pueden ofrecer ventajas sobre los sistemas aerdbicos en términos de
eficiencia hidrolitica. EI complejo de celulasas permite una alta coordinacion entre las
enzimas involucradas en la hidrdlisis de la celulosa, evitando la pérdida de intermediarios
durante la degradacién debido a cambios en las condiciones ambientales (Malherble &
Cloete, 2002).

Algunos géneros bacterianos como Cellulomonas, Cellvibrio, Pseudomonas sp.,
Bacillus y Micrococcus son conocidos por su capacidad celulolitica, mejorando la
degradacion de la celulosa y promoviendo la formacion de sustancias humicas que
resultan en compost de alta calidad (Vasquez & Millones, 2023). La aplicacion de hongos
y bacterias anaerobios en proyectos de biorremediacion puede ser mas atractiva debido a
su bajo costo y alta eficiencia en la maquinaria hidrolitica de la celulosa (Malherble &
Cloete, 2002).

Figura 1. Hidrolisis enzimética de la celulosa.
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2.2.2 Pruebas de deteccidon de hidrdlisis de celulosa

2.2.2.1 Prueba colorimétrica de Rojo Congo

El Rojo Congo se emplea frecuentemente en microbiologia para identificar la
presencia de celulosa y almiddn. Su uso en medios de cultivo permite detectar la hidrolisis
de la celulosa por parte de bacterias u otros microorganismos, lo cual facilita la distincidn
entre microorganismos celuloliticos y no celuloliticos mediante la formacién de zonas

claras alrededor de las colonias (Viteri et al., 2015).

Este reactivo se une a las fibras de celulosa, lo que provoca un cambio de color
caracteristico. Las fibras de celulosa se descomponen cuando la celulosa presente en el
medio de cultivo la hidrolizan enzimas producidas por los microorganismos, y el Rojo
Congo ya no puede unirse a ellas, perdiendo el color caracteristico. Este cambio de color
puede ser indicador de la actividad enzimatica de las bacterias en la hidrélisis de la

celulosa.

Es importante destacar que el Rojo Congo es solo una herramienta de deteccion y
no proporciona informacién especifica sobre los microorganismos responsables de la
hidrolisis de la celulosa. Por ello, se suele utilizar junto con otras técnicas de
identificacion microbiana para caracterizar a los microorganismos presentes en un medio

de cultivo y determinar su capacidad para degradar la celulosa.

El rojo Congo se utiliza en ensayos para detectar la hidrdlisis de polisacaridos, ya
que forma complejos con moléculas no hidrolizadas. Esto facilita distinguir entre
microorganismos celuloliticos y no celuloliticos mediante la formacion de zonas claras

alrededor de las colonias (Sanchez et al., 2020).
2.2.2.2 Técnica del Acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS)

La actividad del sistema enzimatico dentro del complejo celulolitico se puede
evaluar midiendo la cantidad de glucosa liberada mediante el método del Acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Los métodos del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y Somogyi-
Nelson son los mas cominmente usados para la determinacidn espectrofotométrica de
azUcares reductores, donde la principal ventaja que poseen radica en la alta sensibilidad
(Canseco et al., 2015). En este proceso, el Acido 3,5-dinitrosalicilico se convierte en

acido 3-amino-5-nitrosalicilico, mientras que los grupos aldehidos se oxidan a grupos
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carboxilos. Esta técnica espectrofotométrica se basa en la reduccion del DNS (de color
amarillo) por la glucosa u otros azUcares reductores hasta el &acido 3-amino-5-
nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), cuya presencia se detecta mediante la lectura de

absorbancia a 540 nm.

La intensidad del color amarillo generado por la reduccion del &cido es
proporcional a la concentracién de azlcar reductor presente, y se cuantifica mediante la
lectura de absorbancia en el espectrofotometro, aplicando la ley de Beer Lambert (Viteri
etal., 2015). Las condiciones de la prueba, como la temperatura del agua de
calentamiento, la transferencia de calor, el tiempo de reaccién, y la proporcién de glucosa,
celobiosa y ciclodextrinas presentes, asi como el tiempo de preparacion del reactivo,
influyen significativamente en la lectura del DNS, aspectos que a menudo se pasan por
alto (Zhang et al., 2006).

2.2.3 Importancia biotecnoldgica

Esta enzima que degrada la celulosa tiene potencial econémico, por ejemplo, en
la formacion de detergentes en polvo, la extraccion de jugos de frutas y verduras y el
procesamiento de almidén, también son ampliamente conocidas en la industria textil para
el suavizado del algoddn y el acabado de la mezclilla, para el cuidado del color, limpieza;
en la industria alimentaria para hacer puré, en las industrias de la pulpa y el papel para
mejorar el drenaje y modificar la fibra, e incluso se utilizan para aplicaciones
farmacéuticas (Sethi et al., 2013)

2.3  Almiddn

El alImidon se encuentra usualmente en plantas y semillas de leguminosas y cereales
en donde opera como reserva de energia, y se obtiene a partir de la sacarosa producida
durante el proceso de fotosintesis. El almidén es un polisacarido compuesto por largas
cadenas de glucosa. Estas cadenas estan formadas por amilosa (cadena lineal) y
amilopectina (cadena ramificada). La degradacion del almidon es un proceso natural que

implica la ruptura de las moléculas de almidon en componentes mas simples.

Este proceso es llevado a cabo por diversas enzimas que actian sobre las cadenas
de almiddn, descomponiéndolas en unidades mas pequefias, al modificar el almidén se

mejoran las propiedades para determinadas aplicaciones, lo cual hace que sea mas
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resistente a la humedad del medio ambiente y al crear nuevos enlaces promueve una
mayor resistencia mecanica y mejora las propiedades de barrera a los gases; de esta
manera, se forman peliculas con mejores propiedades que las obtenidas con el almidon
nativo, prolongando la vida util y retardando los procesos de senescencia en frutas y

hortalizas de una manera mas eficiente.
2.3.1 Hidrdlisis del almidon

La hidrolisis del almidén implica la ruptura de los enlaces glucosidicos del
polisacarido, lo que permite obtener moléculas mas simples como glucosa, maltosa y
otros oligosacaridos. Los microorganismos como Streptomyces Nocardiopsis,
Thermomonospora han sido identificados como productores de enzimas clave en la
degradacién del almiddn, acttan rompiendo los enlaces glicosidicos entre las moléculas
de glucosa, tanto en la amilosa como en la amilopectina. Las amilasas pueden ser alfa-
amilasas, que cortan los enlaces interiores, 0 beta-amilasas, que actdan en los extremos

de la cadena, las glucosidasas, trabajan para romper los enlaces glucosidicos.

Figura 2. Hidrolisis enzimatica del almidon
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2.3.2 Pruebas de deteccion de hidrolisis de almidén

2.3.2.1 Prueba de Lugol
Una vez que la bacteria haya crecido, se inunda la placa con lugol, que forma un

complejo purpura al reaccionar con el almidon intacto, la ausencia de color purpura indica
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que el almidén ha sido hidrolizado por enzimas amiloliticas producidas por los
microorganismos, en medios de cultivo sélidos que contienen almidon, las bacterias y
hongos productores de amilasas formaran halos transparentes alrededor de las colonias,

evidenciando la hidrdlisis del almidon

2.3.2.2 Técnica de yoduro de potasio

La técnica de yoduro de potasio es un método colorimétrico ampliamente utilizado
para cuantificar el almiddn en muestras biologicas. Este método se basa en la formacion
de un complejo de color azul oscuro cuando el almidon reacciona con yodo (I12) en

presencia de yoduro de potasio.
2.3.3 Importancia biotecnolégica

La industria del almidon constituye uno de los mayores usuarios de amilasas para
la hidrolisis y modificacion de esta materia prima, con el objetivo de obtener glucosa,
maltosa y oligosacaridos, que luego pueden convertirse en jarabes de fructosa y dextrosa
(Quintero et al., 2009). En su gran mayoria se han aislado actinobacterias de suelos
terrestres y marinos, con el fin de ser utilizados en la industria farmacéutica y de

detergentes.

2.4 Quitina

Después de la celulosa, la quitina es el polimero mas abundante en la naturaleza,
compuesto por N-acetil glucosamina unidas por enlaces 31-4. Se encuentra ampliamente
distribuida en la pared celular de hongos, asi como en el integumento de insectos y el
exoesqueleto de crustaceos (Sastoque et al., 2007) Debido a su insolubilidad en agua,
tamafio, complejidad molecular y composicion heterogénea, la quitina no se degrada
directamente dentro de las células, por lo que los microorganismos utilizan enzimas

quitinoliticas para su descomposicion.
2.4.1 Hidrolisis de quitina

Diversos estudios sefialan que microoganismos quitinoliticos producen enzimas
hidroliticas como proteasas y quinasas lo cual ha permitido su aplicacion en la industria
y en control bioldgico respectivamente. El sistema de quitinasas desempefia un papel
crucial en la degradacion de la quitina, siendo fundamental para la hidrolisis de la pared

celular de hongos (Rodas et al., 2009). Los microorganismos quitinoliticos presentan un
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importante interés en la industria, debido a sus multiples aplicaciones al emplearse dentro
del area de la agricultura, como biopesticidas para el control de fitopatogenos (Castro
etal., 2011).

También en el manejo de desechos, para su biodegradacion y en la medicina, como
indicadores de infeccién por hongos (Sastoque et al., 2007). Debido a la abundancia de
quitina en ecosistemas marinos, se presume que la mayoria de los microorganismos
presentes tienen capacidad de degradar este polisacarido (Rodas et al., 2009) Al contrario,
en el caso de entornos terrestres, investigaciones de las secuencias del gen de la quitinasa
en ambientes que difieren en sus caracteristicas, evidencian como las condiciones

ambientales otorgan nuevas propiedades a las enzimas

Figura 3. Hidrolisis de quitina
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(Singh et al., 2020).
2.4.2 Importancia biotecnoldgica

Las Materiales a base de quitina y su principal derivado, quitosano, tienen
importantes propiedades antimicrobianas, emulsionantes, etc. Se utilizan con éxito en
campos tan diversos como farmacia, medicina, industria alimentaria, tratamiento de aguas
residuales y agricultura, entre otros (Pacheco, 2013). En agricultura, la quitina y el
quitosano pueden funcionar como inductores de mecanismos de defensa en plantas,
recubrimiento de frutos, agentes floculantes en tratamiento de aguas y aditivos
alimenticios. En biomedicina, la quitina y el quitosano se utilizan para preparar columnas

de cromatografia, inmovilizar enzimas, absorber contaminantes y en formulaciones
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farmacéuticas. La produccién biotecnolégica de quitinasas, enzimas que degradan la
quitina, es de gran interés para obtener derivados como el quitosano y la N-acetil

glucosamina(Pacheco, 2013).

2.5 Impacto del cambio climatico y disturbios en los paramos andinos

Los paramos andinos son altamente vulnerables a los escenarios de cambio
climatico, lo que puede provocar el ascenso de la zona de paramo, la pérdida de extension
y la migracion de especies a areas mas altas y frias. andinos (Vargas Rios, 2013). Los
paramos andinos son fundamentales para el suministro de agua, ya que retienen grandes
cantidades de agua y actiian como sumideros de carbono, lo que los hace vitales para la
regulacién del clima y la provision de servicios ecosistémicos los disturbios pueden
afectar la actividad de las bacterias del suelo y, por lo tanto, el almacenamiento de carbono

en los paramos.

La importancia de la biotecnologia en la investigacion de bacterias de paramo que
transforman diferentes fuentes de carbono, como la celulosa y el almidon, radica en su
potencial para el desarrollo de aplicaciones en diversos campos. La biotecnologia puede
aplicar el potencial de bacterias para mejorar su capacidad de descomponer compuestos
de carbono, lo que podria tener aplicaciones en la produccion de biocombustibles, la

degradacion de desechos organicos y la agricultura sostenible (Sethi et al., 2013).
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA
La presente investigacién es una continuidad del estudio realizado por Lopez y
Farinango titulado “Evaluacion de una estrategia de biorremediacion de suelos de paramo
afectados por incendio mediante consorcios de microorganismos nativos del parque
nacional Cayambe Coca” proyecto realizado dentro de El Consorcio Aleman-Ecuatoriano
de Codificacion de Barras (BIO-GEEC) llamado Proyecto BIOGEEC.

3.1 Descripcion del area de estudio

El area de estudio esta situada en los paramos del Parque Nacional Cayambe-Coca,
ubicado al nororiente ecuatoriano abarcando cuatro provincias entre Sierra y Amazonia.
Estas provincias son Imbabura y Pichincha en la Sierra, y en la Amazonia, Sucumbios y
Napo. La altitud del area de estudio se encuentre entre 3000 y 3500 m.s.n.m., que abarca
la altitud perteneciente a paramos, el tipo de paramo que se encuentra en el Parque es
pajonal y pantanoso (Ministerio del Ambiente, 2020).

Las muestras con las que se trabajo en esta investigacion fueron tomadas del
paramo correspondiente al sector de Papallacta en tres puntos estratégicos que fueron:
Punto 1 Bosque de Polylepis; UTM 17 M820350, Punto 2 cerna a la Laguna; UTM 17
M818733 9968756 y Punto 3 Pajonal; UTM17 M 819056 9966764.Se utilizaron 76 cepas
de pertenecientes al proyecto BIOGEEC, y se procedié a elegir medios que ayuden a
seleccionar las cepas degradadoras de carbono.

3.2 Ejecucién del primer objetivo especifico

3.2.1 Activacion de indculos bacterianos

Para la activacion de los indculos bacterianos, se utilizé agar nutritivo (Difco ™
Nutrient Agar) como medio de cultivo. El agar se calenté con agitacion suave hasta la
completa disolucidn, luego se dejo hervir un minuto y se esterilizo en la autoclave a 121°C
durante 15 min. EI medio se dispensd en pacas petri estériles, una vez que el agar se
solidificara se procedio a transferir 20uL de la muestra a la caja petri, con una pipeta
estéril, se extendié uniformemente el inoculante sobre la superficie del medio de cultivo
utilizando un asa de inoculacién esteéril, las cajas petri se colocaron en una incubadora a
37°C.
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Después de la incubacion, se observaron las placas para verificar el crecimiento, se
realizd una resiembra de cada placa para obtener colonias mediante la técnica de
sembrado por estria, Este procedimiento permitié reactivar y mantener las bacterias en
estado viable y puro para su posterior uso en experimentos o procesos de fermentacion,
se almacenaron adecuadamente en el refrigerador a 4°C temperatura recomendada para

su conservacion a corto plazo.
3.2.2 Formulacién de medios de cultivo

Se prepararon tres medios de cultivo distintos para el crecimiento de bacterias del

suelo de paramo pristino, la composicion de cada medio se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Medios de cultivo

Medio Compuesto Cantidad

Celulosa Carboximetilcelulosa (CMC) 10g/mL
Extracto de levadura 0,1g/mL
Peptona 0,5g/mL
Nitrato de potasio 1 g/mL
Sulfato de magnesio 0,5g9/mL
Fosfato monobaésico de 1g/mL
potasio
Agar, 15g/mL
pH7

Almidon Almidon soluble 10g/mL
Extracto de levadura 2,59/mL
Peptona 2,59/mL
Agar, 15g/mL
pH7

Quitina Quitina 5¢g/L
Sulfato de amonio 1g/L
Fosfato mono potasico 2g/L
Fosfato de sodio 3g/L
Sulfato de hierro 0.10 g/L
cloruro de calcio 1 mg/L
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Sulfato de manganeso 0.010 mg/L

Sulfato de zinc 0.040 mg/L
Sulfato de cobre 0.030 mg/L
Agar 20.0 g/L
pH 7

Las 78 bacterias se sembraron en cada medio selectivo por el método de puncion
y se incubaron a 37°C, durante 24h, en medio selectivo para microorganismos
quitinoliticos la incubacion se realizé durante 4-5 dias, una vez transcurrido el tiempo se

observé el crecimiento bacteriano.

3.2.3 ldentificacion de la actividad hidrolitica

Se realizo un enfoque diferente para la identificacion de la actividad enzimatica

en cada medio de cultivo como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Pruebas colorimétricas

Medio Prueba Procedimiento

Celulosa Rojo Congo Después de las 24h los crecimientos bacterianos se
sometieron a la prueba del Rojo Congo al 1% (p/v), la
prueba consistid en agregar aproximadamente 3mL
de Rojo Congo sobre la caja petri, se dejé actuar por
60 minutos y descartar el exceso, posteriormente se
agregd 2mL NaCl 0.1M por 15 minutos, se descartd
nuevamente el exceso.

Almidon Lugol Después de 24h, las cepas fueron sometidas a una
prueba colorimétrica con lugol. Los halos de hidrolisis
se evidencian de 1 a 3min después de haber inundado
la caja Petri. El principio de esta prueba se basa en la
incapacidad que presenta el lugol para pigmentar las
zonas en las que el almidén ha sido hidrolizado por

accion enzimatica. (Sanchez et al., 2005).
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Quitina Visual Después de 5 dias se verificd la formacién de un halo
de hidrolisis transparente alrededor de la colonia
indica la degradacion de la quitina (Korany et al.,
2019)

3.2.4 Caélculo del indice hidrolitico

Se realizd siembras por triplicado de cada bacteria con actividad celulolitica y
amilolitica al encontrar tamafios de halo grandes con relacion al tamafio de la colonia se
calculo el indice hidrolitico, midiendo el didametro (mm) de cada halo y colonia con el

calibre deslizante. El calculo de la capacidad hidrolitica se expresd usando la formula

Tamatiio del halo—Tamatiio de la colonia

Indice hidrolitico = (Vasquez & Millones, 2023).

Tamatfio de la colonia

3.2.5 Analisis estadisticos

Se midieron y se compararon los diametros de los halos resultantes de la hidrolisis de
celulosa y almidon, posteriormente se realizaron los célculos respectivos para hallar el
promedio de cada cepa evaluada. Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente
mediante ANOVA con un nivel de significancia de 0,05, en los casos de que los analisis

de varianza no cumplian con los supestos se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis.

3.3 Ejecucidn del Segundo objetivo especifico

Para la seleccion de las bacterias promisorias en la transformacién de carbono en
medio liquido se tomd en cuenta dos criterios de seleccion. Primero que la cepa tenga el
mayor indice hidrolitico (A) con respecto al control positivo en cada medio de cultivo.
Segundo que la cepa comparta, tanto actividad celulolitica como, amilolitica.

3.3.1 Fermentacion en caldo Carboximetilcelulosa (CMC)

3.3.1.1 Preparacion del caldo carboximetilcelulosa al 10%

Para los ensayos se trabajo en erlenmeyers de 100ml, se afiadié 45ml del medio

de cultivo formulado con carboximetilcelulosa al 10% Tabla 3. Se prepar6 un inoculo
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bacteriano a partir de cultivos puros de las cepas QA20, MA49, MP24 y QP8. Se sembrd
en caldo nutritivo y se ajustd la concentracion bacteriana a 0,5 acorde a la escala de
McFarland empleando un turbidimetro y se incub6 a con agitacion orbital a 37°C, 150
rpm por 20 horas. Cada inoculo se escal6 de tubo de ensayo a matraz para obtener una

concentracién deseada de 5 acorde a la escala de McFarland.

Tabla 3.Medio de carboximetilcelulosa

Compuesto Cantidad
Carboximetilcelulosa (CMC) 10g/mL
Extracto de levadura 2,59/mL
Peptona 2,59/mL
Sulfato de amonio 0,5g9/mL
Cloruro de calcio 0,5g/mL
Fosfato monobasico de 0,1g/mL
potasio

pH7

3.3.1.2 Inoculacién de bacterias celuloliticas

A partir de estos cultivos se realizaron inoculos por triplicado en 5mL ajustando
la concentracion bacteriana al tubo del de la escala de McFarland. Para las cepas
celuloliticas el indculo inicial de 5 mL se sembro6 en 45 mL de caldo CMC. Figura 4. Los
cultivos se incubaron en agitador orbital a 35°C a 150 rpm durante 30 horas. Se realiz6

muestreos cada 2 horas para determinar la actividad celulolitica.

3.3.1.3 Muestreo para andlisis de azUcares y enzimas

Las muestras se tomaron a intervalos regulares de 2 horas durante 16 horas y la
altima muestra a las 30 horas. Se extrajo una muestra de 2ml por cada Erlenmeyer
utilizando una pipeta esteéril, las muestras se transfirieron a tubos eppendorf de 2ml, los
cultivos se centrifugaron a 4000 rpm utilizando una centrifuga MPW-251 (Warszawa,
Polonia) durante 20 minutos. El sobrenadante se reservd para evaluar el consumo de

sustrato y la presencia de enzimas.
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3.3.1.4 Curva de calibracion de celulosa

Se prepararon una serie de soluciones estandar de glucosa en las concentraciones
conocidas como se detalla en la tabla 4. Se tomé 1mL de cada concentracion y se afiadio
ImL de solucion de DNS, se mezcld con vortex durante 10 segundos, se colocé a bafio
maria a una temperatura de 100°C por 5 minutos, se dejé reposar por 10 minutos y
finalmente de leyd en el espectrofotometro a una longitud de onda de 540mn usando como
blanco agua destilada. Se registraron los valores de la absorbancia para cada solucion
estandar de glucosa, la ecuacién de la regresion lineal fue (y = 3,0214x - 0,0198) con un
coeficiente de determinacion R2 = 0,9979, indicando una alta correlacion entre la

absorbancia y la concentracién de glucosa.

Tabla 4. Concentraciones de glucosa

Absorbancia nm Concentracion (g/L)
3 540 1

1,481 540 0,5

0,7981 540 0,25

0,326 540 0,125

0,079 540 0,0625

0,067 540 0,0312

0,06 540 0,0156

0,05 540 0,00078

Figura 4. Soluciones de glucosa a concentraciones conocidas

A1A5E
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Se verifico la precision y la linealidad de la curva de calibracion utilizando puntos
de control adicionales y comparando los valores predichos con los valores reales

conocidos, como se evidencia en el anexo 1

3.3.1.5 Medicion de absorbancia de las muestras

El consumo de celulosa se evalud por la técnica del acido 3,5 dinitrosalicilico
(DNS), esta técnica es comunmente utilizada para cuantificar carbohidratos reductores,
como la glucosa, esta técnica permite cuantificar la celulosa, que es un polimero de
glucosa. Se realiz6 mezclando 1 mL del sobrenadante con 1 mL de DNS, se coloc6 a bafio
maria a una temperatura de 100°C por 5 minutos, se dejo reposar por 10 minutos y
finalmente de leyd en el espectrofotometro a una longitud de onda de 540mn. Debido a
que las muestras estaban altamente concentradas, se prepararon diluciones de 1:5 y se

emple6 como blanco agua destilada mas reactivo DNS (Sanchez et al., 2020).

3.3.1.6 Calculo del consumo de celulosa

La concentracion de celulosa en las muestras se determin utilizando la curva de
calibracion previamente establecida, los valores de las muestras fueron introducidas en la
ecuacion de la curva de calibracién la cual relaciona la absorbancia con la concentracion
de azucares reductores, considerando que toda la glucosa medida procede de la
degradacién de la celulosa, permitiendo calcular la celulosa consumida por las bacterias

celuloliticas en el medio de carboximetilcelulosa CMC.

3.3.1.7 Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el software Infostat.
Se realizaron pruebas estadisticas apropiadas para comparar las concentraciones de
celulosa consumida por las bacterias QA20, MA49, MP24 y QP8. Se utilizd un analisis
de varianza (ANOVA) con la prueba de Tukey, para determinar si existian diferencias
significativas entre las cepas evaluadas. Se establecio un nivel de significancia estadistica
de 0=0.05. Los resultados se expresan como medias + desviacion estdndar y se

consideraron significativos cuando el valor de p era menor que 0.05.
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3.3.2 Fermentacion en caldo Almidén

3.5.2.1 Preparacién de caldo almidén al 10%

Para los ensayos se trabajo en erlenmeyers de 100ml, se afiadié 45ml del medio
de cultivo formulado con almidon al 10% tabla 5. Se prepard un inoculo bacteriano a
partir de cultivos puros de las cepas QA20, MA37, MP49 y QP8. Se sembr¢ en caldo
nutritivo. Empleando un turbidimetro se ajusto la concentracion bacteriana a 0,5 acorde
a la escala de McFarland y se incub6 a con agitacion orbital a 37°C, 150 rpm por 20 horas.
Cada inoculo se escalé de tubo de ensayo a matraz con la finalidad de obtener una

concentracion deseada de 5 x108cell/mL acorde a la escala de McFarland

Tabla 5. Medio de almidén

Compuesto Cantidad
Almidon soluble 10g/mL

Extracto de levadura 2,59/mL
Peptona 2,59/mL
Sulfato de amonio 0,5g9/mL
Cloruro de calcio 0,59/mL
Fosfato monobasico de 0,1g/mL
potasio

pH7

3.3.2.1 Inoculacidn de bacterias amiloliticas

A partir de los cultivos iniciales, se prepararon indculos por triplicado con
volumenes de 5 mL, ajustando la concentracion bacteriana al estandar del tubo a la
escala de McFarland. Para las cepas amiloliticas, el indculo inicial de 5 mL se sembro
en 45 mL de caldo de almiddn (Figura 4). Los cultivos se incubaron en un agitador
orbital a 35°C y 150 rpm durante 30 horas. Se realizaron muestreos cada 2 horas para

determinar la actividad amilolitica
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3.3.2.2 Muestreo para andlisis de enzimas

Las muestras fueron tomadas en intervalos de tiempo especificos, a las 0,2,6,8,20
horas después del inicio de la fermentacion. Se extrajo muestras de 2ml por cada
Erlenmeyer utilizando una pipeta estéril, las muestras se transfirieron a tubos eppendorf
de 2ml, los cultivos se centrifugaron a 4000 rpm utilizando una centrifuga MPW-251
(Warszawa, Polonia) durante 20 minutos. El sobrenadante se reservé para evaluar el

consumo de sustrato y la presencia de enzimas.

3.3.2.3 Curva de calibracion con yoduro de potasio

La curva de calibracion se construyd utilizando una solucién de yoduro de potasio
diluida 1:4 en agua destilada como blanco de reactivos (0,5g de almidén en 50mL de agua
destilada) Se prepararon una serie de soluciones estandar de almidon con concentraciones
conocidas, y se midieron las absorbancias a una longitud de onda de 640 nm como se
indica en la tabla 6. A partir de estas mediciones, se establecié la relacion entre la
absorbancia y la concentracion de almidon, lo que permitio la posterior cuantificacion de

almidoén en las muestras de fermentacion.

Tabla 6 Concentraciones de yoduro de potasio

Absorbancia nm Concentracién (g/L)
2,43 640 1

1,27 640 0,5

0,69 640 0,25

0,45 640 0,125

0,19 640 0,0625

0,14 640 0,0312

0,11 640 0,0156

0,08 640 0,00078

La ecuacion de la regresion lineal fue (y = 1,1272x - 0,0445) con un coeficiente
de determinacion Rz = 0,9981, indicando una alta correlacion entre la absorbancia y la
concentracion de almidon. Se verificd la precision y la linealidad de la curva de
calibracion utilizando puntos de control adicionales y comparando los valores predichos

con los valores reales conocidos, como se evidencia en el anexo 2.
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3.3.2.4 Medicion de absorbancia de las muestras

El consumo de almidon se evalud por la técnica de yoduro de potasio. Se realiz6
afiadiendo 800uL del sobrenadante con 200uL solucién de yoduro de potasio en una
proporcion de 1:4, la mezcla resultante se analizo6 utilizando el espectrofotémetro a una
longitud de onda de 640mn. Como las muestras estaban altamente concentradas, se
prepararon diluciones de 1:50 donde se mezclaron 980uL de agua destilada con 20uL de

la muestra.

3.3.2.5 Calculo de la concentracién de consumo de almidon

La concentracion de almidon en las muestras se determin6 usando la curva de
calibracidn establecida, los valores de las muestras se introdujeron en la ecuacion de la

curva de calibracion que relaciona la absorbancia con la concentracion de almidon.

3.3.2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el software Infostat.
Se realizaron pruebas estadisticas apropiadas para comparar las concentraciones de
almiddén consumido por las bacterias QA20, MA37, MP49 y QP8. Se utiliz6 un analisis
de varianza (ANOVA) con la prueba de Tukey, para determinar si existian diferencias
significativas entre las cepas evaluadas. Se establecio un nivel de significancia estadistica
de 0=0.05. Los resultados se expresan como medias + desviacion estandar y se

consideraron significativos cuando el valor de p era menor que 0.05.

3.4 Ejecucion del tercer objetivo especifico

3.4.1 Reuvision bibliografica

Se llevo a cabo una revision de la literatura cientifica para identificar los
protocolos y metodologias utilizadas en la evaluacion de actividad degradativa que tienen
las bacterias en diferentes fuentes de carbono como celulosa, almidén y quitina. Entre los
buscadores se incluyeron PubMed, ScienceDirect y Google Scholar. Se recopilaron

articulos relevantes que describen procedimientos, técnicas experimentales.
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3.4.2 Seleccion de protocolos experimentales

A partir de la revision se seleccionaron los protocolos experimentales mas
adecuados y reproducibles para la evaluacion de bacterias degradadoras de almidon,
celulosa y quitina. Los criterios de seleccion incluyeron la robustez del método, la
facilidad de implementacion en laboratorio y la disponibilidad de reactivos y equipos

necesarios.

3.4.3 Adaptacion de optimizacion de protocolos

Los protocolos seleccionados se adaptaron y optimizaron para su uso especifico
en la evaluacion de bacterias transformadoras de carbono. Esto incluy6 la modificacion

de volumenes de reactivos, tiempos de incubacion y reproducibilidad de los ensayos
3.4.4 Preparacion de medios de cultivo

Se describieron en detalle las recetas y procedimientos para la preparacion de agar
celulosa, agar almiddn y agar quitina. Esto incluy6 la composicion exacta de los medios,
las condiciones de esterilizacion y las instrucciones para el almacenamiento y uso. Incluye

la preparacién de caldo carboximetilcelulosa y caldo almidon.

3.4.5 Elaboracién de Procedimientos de Inoculacion y Cultivo

Se establecieron procedimientos detallados para la descongelacion, reactivacion e
inoculacion de bacterias a partir de cultivos congelados. Se incluyeron métodos para la
preparacion de indculos y las condiciones éptimas de incubacién para promover el

crecimiento bacteriano y la degradacion de los sustratos.
3.4.6 Desarrollo de Métodos Analiticos

Se desarrollaron y estandarizaron métodos analiticos para cuantificar la
degradacion de almidén, celulosa y quitina. Esto incluyé: Celulosa Residual: Ensayo
DNS, con medicion de absorbancia a 540 nm. Almidén Residual: Técnica del yoduro de

potasio, con medicion de absorbancia a 640 nm.
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3.4.7 Creacién de Curvas de Calibracién

Se realizaron curvas de calibracion utilizando soluciones estandar de almidon,
celulosa y quitina en diversas concentraciones. Las absorbancias se midieron y se

plotearon contra las concentraciones conocidas para obtener ecuaciones de calibracion.
3.4.8 Implementacién de Analisis Estadistico

Se describieron los métodos de analisis estadistico a utilizar, incluyendo analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de a=0.05.
Ademaés, se empled la prueba de Kruskal-Wallis. Se detallaron las instrucciones para el

uso del software Infostat version [indicar versidn] para la realizacion de estos analisis.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ldentificacién de las bacterias transformadoras de carbono

4.1.1 Activaciony crecimiento bacteriano

Se activd 78 cepas bacterianas aisladas previamente en el proyecto BIOGEEC.
Estas cepas no estan caracterizadas molecularmente y los resultados de esta investigacion
se rigen al codigo de cada cepa. Se realizd 2 analisis, uno cualitativo y uno cuantitativo
para evaluar actividad celulolitica, amilolitica y quitinolitica. En el anexo 3 se detalla el
crecimiento y la actividad de las cepas en cada medio de cultivo, se adopto la convencién
de utilizar la palabra “SI” para denotar el crecimiento y actividad positiva. Por el

contrario, la palabra “NO” fue asignado a las cepas sin crecimiento y sin actividad.

De las 78 cepas analizadas Anexo 4, el 75,64% (n=59) mostraron crecimiento en el
medio de cultivo celulosa, de estas cepas que crecieron, el 62,82% (n=49) exhibieron
actividad celulolitica como se observa en la figura 6, se realiz6 una prueba X2, el valor
calculado del estadistico fue (x? = 78; gl= 77; p= 0,446) dado que el valor de p es mayor
al nivel de significancia preestablecido 0,05; no se encontraron diferencias significativas

entre las cepas, por lo tanto la actividad no depende de la bacteria.

El 78,21 % (n=61) de las 78 cepas analizadas en medio de almidon manifestaron
crecimiento de estas, el 50 % (n=39) mostraron actividad amilolitica, figura 6, en amos
casos las actividades se evidenciaron por la formacién de un halo alrededor de las
colonias. Se realizé una prueba X2, el valor calculado del estadistico fue (x? = 78; gl=
77; p= 0,446) dado que el valor de p es mayor al nivel de significancia preestablecido
0,05, no se encontraron diferencias significativas entre las cepas, por lo tanto, depende

del tipo de bacteria para cada actividad.

Se evalué la capacidad de 78 cepas bacterianas para degradar quitina, a pesar del
crecimiento observado en 41 cepas correspondiente al 52,56% como se evidencia en la
figura 6, en estas cepas no se detectaron halos da aclaramiento alrededor de las colonias,
lo que indica la ausencia de actividad quitinolitica, se puede aludir que las bacterias se

mantuvieron vivas utilizando otros componentes del medio de cultivo como El sulfato de
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amonio proporciona una fuente rica de nitrogeno, esencial para el crecimiento bacteriano.
Otros minerales como los fosfatos (fosfato mono potasico y fosfato de sodio) también son
importantes para diversas funciones celulares, incluyendo la sintesis de ATP vy la
regulacion de la actividad enzimatica, La quitina es un polimero complejo y su forma
fisica en el medio puede afectar su disponibilidad. Si la quitina no estaba en una forma
facilmente degradable, las bacterias podrian no haber podido utilizarla eficientemente. La
ausencia de halos de aclaramiento alrededor de las colonias en tu medio de quitina puede
atribuirse a las condiciones del medio, como el pH, la temperatura, la presencia de
nutrientes y la disponibilidad de oxigeno, si estas condiciones no son dptimas para la
actividad enzimatica especifica no podria observarse a pesar del crecimiento de las cepas
y aungue las cepas pudieran tener capacidad hidrolitica para ciertos tipos de quitina, no
se puede concluir definitivamente debido a la falta de especificidad en la composicion del
sustrato

Figura 5. Crecimiento y actividad de las bacterias en el medio de celulosa, almidén y
quitina
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4.1.2 Célculo del indice celulolitico

El indice hidrolitico se define como la relacion entre el diametro total del halo y
el didmetro de la colonia, de las 49 cepas con actividad celulolitica, 43 cepas tuvieron un
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indice celulolitico menor al control anexo 7. Un indice similar al de 4 cepas (MA16,
MA49, MP26 y MP46) y 2 cepas (MP24, QA20) tuvieron un indice de 3, mayor con
respecto al control formaron un halo de hidrolisis de 30mm.

Viteri et al., 2015 menciona que bacterias provenientes de suelos en los bosques
de paramo de los cuales son capaces de generar halos de hidrélisis de celulosa desde 2,5
mm hasta 6,5 mm de diametro, mientras que las cepas analizadas del proyecto BIOGEEC
reportaron halos de hidroélisis de mayor didmetro oscilando desde los 9 a 32 mm como se
observa en la figura 7. En el andlisis estadistico, se compararon 49 muestras bacterianas
en cuanto a su indice celulolitico. Estas muestras no cumplieron con los supuestos de la
estadistica paramétrica, especificamente la normalidad de residuos y la
homocedasticidad. Debido a esta falta de cumplimiento, se opt6 por utilizar la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Los resultados de esta prueba indicaron diferencias
significativas entre las cepas evaluadas (p < 0.05). Especificamente, las cepas QA20 y
MP24 mostraron los mayores indices celuloliticos, destacandose sobre las demas cepas
analizadas. Estas cepas, por su alta capacidad para degradar celulosa, fueron

seleccionadas para futuros ensayos en cultivos en medio liquido.

El uso de la prueba de Kruskal-Wallis fue crucial debido al incumplimiento de los
supuestos parametricos. La significancia estadistica (p < 0.05) observada en este analisis
confirm6 que las diferencias entre las cepas no eran aleatorias, sino que reflejaban
variaciones reales en sus capacidades celuloliticas. Las cepas QA20 y MP24 no solo
destacaron por sus altos indices, sino también por su baja variabilidad, lo que las hace
candidatas ideales para ensayos posteriores en medios liquidos. Este hallazgo es
particularmente relevante para aplicaciones industriales, donde la consistencia y el
rendimiento son esenciales. Las barras de error en el grafico de barras reflejan la
variabilidad y precision de los indices celuloliticos medidos como se evidencia en la

figura 6.
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Figura 6 Cepas con indice celulolitico con respecto al control positivo
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En el estudio de Viteri etal., (2015) se encontraron aislamientos con alta
capacidad celulolitica pertenecientes a los géneros Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Los
diametros de los halos de degradacion de celulosa mas sobresalientes reportados fueron
de 6.5 mm y 5.4 mm. Estos resultados difieren significativamente de los obtenidos en el
proyecto BIOGGEC, donde los diametros de los halos de degradacion de celulosa de las
cepas aisladas oscilaron entre 9 y 32 mm. Esta variacion sugiere una mayor capacidad
celulolitica en las cepas aisladas en nuestro estudio, pese a ser aislados en ecosistema de

paramo.

Los hallazgos de nuestro estudio, comparados con los de Viteri et al. (2015),
muestran una mayor capacidad celulolitica en las cepas aisladas del proyecto BIOGGEC.
Especificamente, las cepas aisladas en nuestro estudio presentaron diametros de halo
significativamente mayores, lo que indica una mayor eficiencia en la degradacion de
celulosa. Esta diferencia puede deberse a la variabilidad en las condiciones ambientales
de los sitios de aislamiento o a las diferencias genéticas intrinsecas entre las cepas.

En este estudio, se utiliz6 Bacillus cereus ATCC como referencia debido a su
conocida capacidad celulolitica. Los resultados mostraron que el desempefio de las
bacterias aisladas del suelo de paramo fue similar al de este control positivo. Esto sugiere
que las cepas de bacterias del paramo poseen enzimas altamente eficaces para la

degradacién de celulosa. Esta capacidad es crucial en el ecosistema de paramo, ya que
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contribuye al reciclaje y la disponibilidad de nutrientes, manteniendo asi la salud y la

sostenibilidad del ecosistema
4.1.3 Calculo del indice amilolitico

De las 39 cepas evaluadas, se observo la formacion de halos alrededor de las colonias,
como se muestra en el Anexo 8. Estas cepas fueron sometidas a una prueba de revelado
con bolas de yoduro por triplicado para calcular el indice amilolitico. Las cepas MA37,
MAL11, MA35, MAL1, MP25, MA16, QP8, QP2, MP29 y QP5 presentaron un indice
superior al control positivo Bacillus cereus ATCC, como se observa en la Figura 8. Los
diametros de los halos fueron de 20 mm para MA37 y 18 mm para MA11. En el andlisis
estadistico de las 39 muestras, no se cumplieron los supuestos de la estadistica
paramétrica, especificamente la normalidad de residuos y la homocedasticidad.

Por esta razon, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, que mostrd
diferencias significativas entre las cepas (p < 0.05). Las cepas MA37, MA11, MA35,
MAL, MP49, MA47, MA3, MP25 y QP8 presentaron indices significativamente mayores
que el control, lo que justifica su seleccidn para ensayos en cultivos en medio liquido. En
comparacion con estudios previos, como el de (Viteri et al., 2015), nuestros resultados
muestran una capacidad amilolitica significativamente mayor en las cepas aisladas en el
proyecto BIOGGEC. Los didametros de halo observados en nuestro estudio (9 a 32 mm)
superan considerablemente los reportados por Viteri et al. (6.5 mm y 5.4 mm), lo que

sugiere una mayor eficiencia en la degradacion de almidon.

La prueba de Kruskal-Wallis revelo diferencias significativas en los indices
amiloliticos entre las cepas evaluadas, lo que justifica la seleccion de las cepas MA37,
MA11l, MA35, MAL, MP49, MA47, MA3, MP25 y QP8 para estudios adicionales. Estas
cepas no solo mostraron indices superiores al control positivo, sino también baja
variabilidad, lo que las hace candidatas prometedoras para aplicaciones biotecnoldgicas
en la bioconversion de almidon. Las barras de error en el gréafico de barras proporcionan
informacion critica sobre la variabilidad y precision de los indices amiloliticos medidos.
Barras de error pequefias, como las observadas en las cepas MA37 y MAL11, indican alta
consistencia en la capacidad de estas cepas para degradar almidon, sugiriendo que estos

resultados son confiables y reproducibles.
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La alta capacidad amilolitica de las cepas seleccionadas tiene importantes
implicaciones ecologicas y practicas. En el ecosistema de paramo, la degradacion
eficiente del almiddn es crucial para el reciclaje de nutrientes y la sostenibilidad del medio
ambiente. Ademas, estas cepas podrian tener aplicaciones en la industria biotecnoldgica,
especialmente en la produccion de biocombustibles y en procesos de biorremediacion. Se
ha demostrado que géneros como streptomyces, actinomices bacillus son reconocidos por
producir amilasas como el control positivo Bacillus cereus ATCC, esta bacteria se ha
utilizado en varios estudios de bacterias celuloliticas y amiloliticas como en el estudio
sobre aislamiento y seleccidn de bacterias celuloliticas autdctonas de Manabi, Ecuador
(Zambrano et al., 2011;Alves et al., 2021), estudios realizados por Zambrano et al.,
(2011) demostraron que el halo puede variar en diferentes cepas ya que los resultados

estan por debajo de los obtenidos en esta investigacion.

Figura 7 Cepas con indice amilolitico con respecto al control positivo

Indice amolilitico

4.2  Seleccionar bacterias promisorias en la transformacion de fuentes de

carbono

Para la seleccion de las bacterias promisorias en la transformacion de carbono en
medio liquido se tomo en cuenta dos criterios de seleccidn. Primero que la cepa tenga el
mayor indice hidrolitico (A) con respecto al control positivo. Segundo que la cepa
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comparta, tanto actividad celulolitica como, amilolitica. Las cepas se seleccionadas bajo
estos criterios fueron QA20, QP8, MA49, MP24 y MA37, MP49, como se evidencia en
la tabla 8, el doble signo “++ significa que el resultado fue igual o mayor al control. El

signo” +” significa que tiene un resultado positivo inferior al control, y el signo

significa que no posee la actividad.

Tabla 7. Seleccion de microorganismos segun indice hidrolitico y actividad

Criterio de seleccion QA20 MA49 MA37 QPS8 MP24  MP49

A. Indice hidrolitico
mayor o igual que el ++ ++ ++ ++ ++ ++

control positivo

B. Actividad

Celulolitica'y ++ ++ ++ ++ +- ++

amilolitica

4.2.1 Actividad celulolitica en medio liquido

La Figura 9 muestra el porcentaje de carboximetilcelulosa (CMC) al 10%
consumida por las bacterias después de 30 horas, en comparacion con el control positivo
Bacillus Cereus ATCC, utilizando la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). La
cepa QP8 demostré un consumo de celulosa superior al 62%. En contraste, las cepas
QA20 y MA49 mostraron un consumo de celulosa del 57%, muy similar al observado en
el control positivo Bacillus Cereus ATCC. La cepa MP49 alcanz6 un consumo del 56%,

también cercano, pero ligeramente inferior al control positivo.
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Figura 8 Porcentajes de consumo de cepas celuloliticas
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Los resultados revelaron que las cepas evaluadas son capaces de degradar celulosa
en medio liquido a las 30 horas. La Figura 10 muestra la cinética de consumo de sustrato
de las cuatro cepas celuloliticas en comparacion con el control, registrada por horas desde
el momento de la inoculacion. El consumo de celulosa esta directamente relacionado con
la actividad enzimatica, como demostrado en el estudio de Sanchez et al., (2005) donde

las cepas celuloliticas mostraron mayor actividad enzimatica a las 48 horas.

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias
significativas entre las cepas, cumpliendo adecuadamente con los supuestos del ANOVA.
La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicé que los datos no se desviaban
significativamente de una distribucién normal (W=0.88, p=0.1067). La prueba de
homogeneidad de varianzas (homocedasticidad) utilizando la prueba de Levene no
mostré diferencias significativas en el consumo de sustrato entre las cepas (F=0.81,

p=0.5460), confirmando que también se cumplia el supuesto de homocedasticidad.

El ANOVA reveld diferencias significativas entre los grupos (F=27.57, gl=4,
p<0.05), indicando que al menos una cepa difiere significativamente de las otras en cuanto
al consumo de sustrato de celulosa, destacando la cepa QP8 por mostrar el mayor

consumo.
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Figura 9. Cinética el consumo de sustrato a base de celulosa
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4.2.2 Actividad amilolitica en medio liquido

La Figura 10 presenta el porcentaje de almidon consumido por las bacterias
después de 30 horas en comparacion con el control positivo Bacillus Cereus ATCC,
utilizando la técnica de yoduro de potasio para medir el consumo de sustrato. Cada barra
representa el porcentaje de almidon consumido por las cepas seleccionadas en medio
liquido con un 10% de almidon. Las cepas amiloliticas QA20, MA37 y QP8 mostraron
un consumo de almidoén superior al 78%, mientras que la cepa MP49 tuvo un consumo

del 55%, considerablemente menor que las otras cepas.

Se compararon cuatro cepas, las cuales no cumplieron con los supuestos de la
estadistica paramétrica debido a la falta de normalidad en los residuos y de
homocedasticidad. Por lo tanto, se realizé un andlisis de Kruskal-Wallis para evaluar las
diferencias significativas en el porcentaje de consumo de almiddn entre las cepas QAZ20,
MA37, QP8 y MP24. Este analisis mostro una diferencia significativa en el porcentaje de
consumo de almidon entre las cepas bacterianas (H=13.50; p=0.009), con un valor de
p<0.05. Este resultado indica que al menos una cepa difiere significativamente de las otras

en términos de consumo de almiddn.
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Figura 10 Porcentajes de consumo de cepas amiloliticas seleccionadas
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Los resultados mostraron que todas las cepas evaluadas tienen la capacidad de
degradar almidon en medio liquido. En el Anexo 10 se presenta la cinética de consumo
de sustrato de las cuatro cepas amiloliticas en comparacion con el control, registrada por

horas desde el momento de la inoculacion.

Figura 11. Cinética de consumo de almidén
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4.3 Elaborar un manual para la identificacion de bacterias transformadoras de
carbono
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El manual proporciona una guia completa sobre el estudio de bacterias
celuloliticas, amiloliticas y quitinoliticas. Contiene detalles sobre los métodos de
aislamiento y cultivo bacteriano, los procedimientos para evaluar la actividad enzimatica,
y la comparacidn de estas actividades con Bacillus cereus ATCC como control positivo,
cada protocolo consta de apartados como se indica en la figura 12.

Figura 12. Disefio de tablas de protocolos
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Figura 13. Contenido del manual
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4.3.1 Discusion

La elaboracion del manual sobre bacterias transformadoras de carbono ofrece
varias ventajas significativas. En primer lugar, proporciona una guia estructurada y
detallada para la identificacion y utilizacién de cepas bacterianas eficientes en la
transformacion de compuestos organicos complejos. Esta iniciativa puede facilitar la
estandarizacion de procedimientos experimentales y fomentar la reproducibilidad de
resultados en el laboratorio de biotecnologia aplicada. Ademas, un manual bien
documentado sirve como referencia invaluable para investigadores y profesionales de la
biotecnologia, acelerando el desarrollo de nuevas aplicaciones industriales y ambientales.
La recopilacion de datos sobre las capacidades de transformacion de diferentes cepas
permite una comparacion directa y la seleccion informada de los microorganismos mas

prometedores para estudios y futuras aplicaciones.
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Limitaciones del Manual

A pesar de sus numerosos beneficios, la creacion y el uso de un manual también
presentan algunas desventajas y limitaciones. Una posible desventaja es la rigidez
inherente para seguir un conjunto de procedimientos estandarizados, lo que podria limitar
la creatividad en otra investigacion. Los métodos y protocolos incluidos en el manual
pueden no ser aplicables en todas las situaciones experimentales, ya que depende de los
objetivos de cada investigacion, especialmente en condiciones ambientales variables o en
estudios de campo, donde los factores no controlados pueden influir significativamente
en los resultados. Ademas, la informacion contenida en el manual puede quedar obsoleta
rdpidamente debido al avance continuo en la investigacion cientifica y tecnoldgica. Es
esencial actualizar regularmente el manual para incluir nuevos hallazgos y metodologias

emergentes, lo cual puede requerir recursos y tiempo adicionales.

Link del manual.

https://utneduec.sharepoint.com/:w:/s/I TUTORIASTESISBIO-SZB-
CHULDELILIANA/ES2tPWcvSv5DtHIaek7W52UBrODgCkWvVI81mpn4ddWEMEA

?7e=yYnKnB
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Las bacterias evaluadas en este estudio demostraron una capacidad significativa
para degradar compuestos carbonados, con mas del 50% de las cepas mostrando actividad
celulolitica y amilolitica, aunque no se observé actividad quitinolitica, los resultados
destacan el potencial de estas bacterias para la degradacion de materia organica especifica
y la produccion de enzimas como celulasas y amilasas, este estudio revela su potencial

para aplicaciones biotecnoldgicas.

Las cepas evaluadas no solo mostraron capacidades superiores a las del control
positivo Bacillus Cereus ATCC en amiloliticas y celuloliticas, sino que también
destacaron por su relevancia en la degradacion de materia organica en ecosistemas de
paramo. Estos hallazgos subrayan su prometedor potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas, destacando cepas como QP8 como candidatas clave para futuras

investigaciones.

El manual desarrollado en este estudio no solo garantiza la calidad y coherencia de
la investigacién actual, sino que también establece una referencia crucial para futuros
estudios en biotecnologia. Su implementacion promete avanzar en el conocimiento y

mejorar la eficiencia operativa en estudios de bacterias transformadoras de carbono.

5.2 Recomendaciones

Los microorganismos celuloliticos y amiloliticos pueden ser evaluados bajo
diversas condiciones experimentales, incluyendo variaciones de temperatura, pH y
concentracion de sustratos. En la literatura, se ha observado que muchos de estos
microorganismos pueden mejorar su actividad enzimatica ajustando estas variables. Por
ejemplo, estudios previos han demostrado que ciertas cepas muestran un aumento
significativo en la actividad enzimatica a un pH especifico, como pH 5.5, lo cual podria

ser relevante para investigaciones futuras.

56



Para estudios futuros, se recomienda considerar variables adicionales como la
tolerancia a temperaturas inferiores a 20 °C, especialmente para microorganismos que

podrian ser utilizados como inoculantes en el compostaje de residuos organicos.

Estos microorganismos ofrecen perspectivas prometedoras para aplicaciones en el
tratamiento de residuos organicos urbanos o agricolas en proyectos futuros. Se sugiere
también evaluar la actividad enzimatica de las cepas que mostraron actividad, pero que
no fueron evaluadas en reactores debido al nimero significativo de cepas con resultados

positivos para estos sustratos.

Esta investigacion abre nuevas lineas de exploracion en biotecnologia, como la
ingenieria metabdlica para identificar las moléculas involucradas en la degradacion de
celulosa, almidén y quitina, y enzimologia para optimizar la actividad enzimatica con
posibles aplicaciones en sectores industriales como la alimentacion, agricultura y textil,

entre otros.

ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién de celulosa
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Anexo 2. Curva de calibracién de yoduro de potasio
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Anexo 3. Crecimiento y actividad de las cepas en los 3 medios formulados

2,50

CELULOSA ALMIDON QUITINA
CRECE ACTIV |CRECE  ACTIV |CRECE ACTIV
CODIGO |(SI/NO)  (SI/NO) |(SI/NO)  (SI/NO) |(SI/NO)  (SI/NO)
MAL SI SI SI SI SI NO
MA3 sI S| S| sI S| NO
MA7 NO NO NO NO NO NO
MAL1l  |SI S| S| S| S| NO
MAL16  |SI S| S| S| S| NO
MA21  |SI S| S| NO S| NO
MA32 S sI S| NO NO NO
MA33 S S| S| S| S| NO
MA34  |NO NO S| NO NO NO
MA35  |SI S| S| S| S| NO
MA37 S S| S| S| S| NO
MA44  |SI sI sI sI S| NO
MA46  |NO NO S| NO S| NO
MA47  |SI S| S| sI S| NO
MA48 S S| S| S| S| NO
MA49 S sI S| S| S| NO
MA50  |NO NO S| NO NO NO
MA51  |SI S| S| S| S| NO
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CODIGO
MA52
MA53
MA54
MAGS5
MA57
MAG0
QA1
QA2
QA4
QA9
QA10
QA11
QA12
QA13
QA20
QA21
QA22
QA23
QP2
QP4
QP5
QP8
QP10
QP20
MP5
MP7
MP12
MP13
MP14
MP15

CELULOSA
CRECE ACTIV
(SI/NO)  (SI/NO)

Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
Sl NO
NO NO
Sl Sl
Sl NO
Sl NO
Sl Sl
NO NO
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
NO NO
NO NO
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
NO NO

ALMIDON

CRECE  ACTIV
(SI/NO) (SI/NO)

Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
NO
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
Sl
NO
Sl
Sl

59

NO
NO
NO
NO
Sl
NO
NO
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
Sl
Sl
NO
Sl
NO
Sl
NO
Sl
Sl
NO
NO
NO
NO
Sl
NO
Sl
Sl

QUITINA

CRECE  ACTIV
(SI/NO)  (SI/NO)

NO
NO
NO
NO
Sl
NO
NO
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
Sl
Sl
NO
Sl
NO
Sl
NO
Sl
Sl
NO
NO
NO
NO
Sl
NO
Sl
Sl

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO




CODIGO
MP16
MP19
MP20
MP22
MP23
MP24
MP25
MP26
MP28
MP29
MP30
MP31
MP32
MP33
MP34
MP36
MP37
MP38
MP39
MP42
MP44
MP46
MP47
MP48
MP49
MP50
MP52
MP60
MP61
PseudoP13

CELULOSA
CRECE ACTIV
(SI/NO)  (SI/NO)

Sl Sl
Sl Sl
NO NO
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
Sl NO
Sl NO
Sl Sl
Sl NO
Sl NO
Sl Sl
NO NO
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
Sl Sl

ALMIDON
CRECE ACTIV
(SI/NO) (SI/NO)

Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
Sl NO
Sl Sl
Sl NO
Sl Sl
Sl NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl NO
NO NO
NO NO
NO NO
NO NO
Sl Sl
Sl NO
Sl Sl
NO NO
NO NO
Sl Sl
Sl Sl
Sl Sl
NO NO
Sl Sl
Sl Sl

QUITINA
CRECE ACTIV
(SI/NO)  (SI/NO)

Sl NO
Sl NO
NO NO
NO NO
Sl NO
NO NO
Sl NO
NO NO
Sl NO
Sl NO
Sl NO
NO NO
Sl NO
Sl NO
NO NO
NO NO
NO NO
NO NO
NO NO
Sl NO
NO NO
Sl NO
NO NO
NO NO
Sl NO
Sl NO
Sl NO
NO NO
Sl NO
Sl NO
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CcODIGO
TOTAL

Anexo 4. Crecimiento y actividad en medio de carboximetilcelulosa

CELULOSA

CRECE ACTIV

(SI/NO)  (SI/NO)
59

49

CRECE
(SI/NO)

ALMIDON
ACTIV
(SI/NO)

61

39

QUITINA
CRECE  ACTIV
(SIINO)  (SI/NO)

41

SCREANING 1 CELULOSA

Caodigo
MA1
MA3
MA7
MA11
MA16
MA21
MA32
MA33

MA34
MA35
MA37
MAA44
MA46
MAA47
MAA48
MA49

61




SCREANING 1 CELULOSA

MAS0
MAS51
MA52
MAS53
MAS54
MAS5
MAS57
MAG60

QAL
QA2
QA4
QA9
QAI10
QAI12
QA11
QAI13




SCREANING 1 CELULOSA

QA20
QA21
QA22
QA23

QP2
PQ4
QP5
QP8
QP10
QP20
MP5
MP7
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SCREANING 1 CELULOSA

MP12
MP13
MP14
MP15
MP16
MP19
MP20
MP23

MP24
MP25
MP26
MP28
MP29
MP30
MP31
MP32
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SCREANING 1 CELULOSA

MP33
MP34
MP36
MP37
MP38
MP39
MP42
MP44

MP46
MP47
MP48
MP49
MP50
MP52
MP60
MP61
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SCREANING 1 CELULOSA

Pseudo
P13
Control

Positivo
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Anexo 5. Crecimiento y actividad en medio de agar almidén

SCREANING 1 ALMIDON

Caodigo
MA1l
MA3
MA7
MA11
MA16
MA21
MA32
MA33

MAS34
MA35
MA37
MAA44
MA46
MA47
MAA48
MA49
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SCREANING 1 ALMIDON

MAS50
MAS51
MAS52
MAS3
MAS54
MAS5
MAS57
MAG0

QAL
QA2
QA4
QA9
QA10
QAI12
QAI11
QAI13
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SCREANING 1 ALMIDON

QA20
QA21
QA22
QA23
Bacillus
cereus
como
control
positivo

Bacillus
subtillis
control

positivo

SCREANING 1/ PSEUDOMONAS

QP2
PQ4
QP5
QP8
QP10
QP20
MP5
MP7
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SCREANING 1 ALMIDON

MP12
MP13
MP14
MP15
MP16
MP19
MP20
MP23

MP24
MP25
MP26
MP28
MP29
MP30
MP31
MP32
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SCREANING 1 ALMIDON

MP33
MP34
MP36
MP37
MP38
MP39
MP42
MP44

MP46
MP47
MP48
MP49
MP50
MP52
MP60
MP61
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SCREANING 1 ALMIDON

Pseudo P13

CONTROL

Anexo 6 Crecimiento de actividad quitinolitica
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Anexo 7. Calculo del indice celulolitico de bacterias con actividad positiva
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Anexo 8.Calculo del indice amilolitico de bacterias con actividad positiva

3

2,5

15

indice amolilitico

0,5

SRR EE LR LS EE LR R EE I EREEEE
£4<555550050x8555353$50585555555585<
L
Cddigo
Tabla 8. Andlisis de varianza reactores de celulosa con actinomicetos
F.vV SC gl CM F p
Total 6,74 8
Cepa 1.07 2 0,53 10,56 0,0254
Repeticion 5,46 2 2,73 54,02 0,0013
Error 0,20 4 0,05
Tabla 9. Andlisis de varianza reactores de celulosa con pseudomonas
F.V SC al CM F p
Total 77,66 8
Cepa 74,40 2 37,20 118,16 0,0001
Repeticion 2,47 2 1,23 6,24 0,0589

MA49 —

MP46
QA22
MA33



Error 0,79

0,20

Tabla 10. Andlisis de varianza de reactores de almidén en actinomicetos

F.V sC CM F p
Total 61,65

Cepa 61,62 30,81 4907,64 0,0001
Repeticion 0,01 4,0E-03 0,64 0,5721
Error 0,03 0,01

Tabla 11. Andlisis de varianza de reactores de almidon en pseudomonas

F.V SC CM F p
Total 1742,07
Cepa 1480,88 740,44 17,15 0,0109
Repeticion 88,45 44,23 1,02 0,4374
Error 172,74 43,18
Tabla 12. Prueba de normalidad Shapiro-Wilks
Objetivo Variable n w p
_ ) RDUO Raiz indice
1 Screaning2 Celulosa-Actinos Cel 75 0,97 0,3854
e
_ RDUO Raiz indice
1 Screaning2 Celulosa- Pseudo Cel 78 0,95 0,0448
e
_ _ _ RDUO indice
1Screaning2Almidon-Actino . 57 0,94 0,0487
amilolitico
1 Screaning2 RDUO indice
) o 66 0,91 0,0002
Almidon-Pseudo amilolitico
_ RDUO consumo
2 Reactores Celulosa Actinos 9 0,92 05071

%-C
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RDUO Consumo

2 Reactores Celulosa-Pseudo 0,94 0,6844
%-C
2 Reactores RDUQO Consumo
) ] 0,89 0,3160
Almidon-Actino %-C
2 Reactores RDUO Consumo
) 0,94 0,7190
Almidén-Pseudo %-C
Tabla 13. Prueba de Levene para homogeneidad de varianzas.
Obijetivo F.V SC gl CM F p
2 Reactores cepa 3,3E-03 2 16E-03 0,21 0,8201
Celulosa Actinos
2 Reactores cepa 0,09 2 0,05 1,36 0,3256
Celulosa-Pseudo
2 Reactores cepa 2,5E-03 2 1,2E-03 2,26 0,1860
Almidon-Actino
2 Reactores Cepa 1581 2 7,90 1,55 0,2863

Almidon-Pseudo

Tabla 14. Prueba de Chi cuadrado de Pearson evaluacién de actividad celulolitica.

Estadistico Valor gl p

Chi cuadrado Pearson 86,00 42 <0,0001
Chi cuadrado MV-G2 116,93 42 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,71

Coef.Conting.Pearson 0,71
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