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Palabras Resumen

claves: Introduccion: Los bosques primarios mantienen zonas virgenes en
Aerobio, las cuales existe mucha diversidad bioldgica aun desconocidas.
Anaerobiosis, Objetivo: El presente estudio tiene la finalidad de aislar especies no
UFC, lactosa, conocidas de bacterias acido-lacticas (BAL), levaduras
fructuosa fermentativas y bacterias aerobias fermentativas de suelos de

bosques primarios, para verificar su potencial uso en la
agroindustria. Metodologia. para el caso de bacterias acido-lacticas
se sembro a partir de las muestras de suelo del bosque primario de
Cafii en medio acido con MRS y anaerobiosis con 13,3 x10°5
UFC/mL presentes a 35°C, las especies aisladas degradaron la
lactosa y acidificaron el sustrato. En las levaduras se sembro a partir
de las muestras del suelo usando 12 x10"5 UFC/mL presentes, en
medio YPD neutro con presencia de dextrosa en presencia de
oxigeno y un inhibidor de crecimiento bacteriano a 30°C, luego se
selecciono las especies resistentes al alcohol al 8%, fermentaron la
glucosa y fructuosa de buena manera menos la lactosa y se realizd
una fermentacidn en jugo de citricos por 45 dias eliminando agentes
patdgenos y se obtuvo produccion de etanol y CO..Las bacterias
fermentativas se las sembro a partir de las muestras del suelo del
bosque primario con 12 x10"5 UFC/mL presentes, en agar de GYC
en condiciones aerobias a 30°C. Resultados. Se caracterizaron a los
microorganismos especialmente bacterias acido-lacticas de las
cuales solo dos especies aisladas fermentaron la lactosa con mucha
facilidad la C3R2 y la muestra C3R1 las cuales metabolizaron la
lactosa muy rapido en las levaduras. La muestra 001 BC1 fue la que
pudo generar mayor produccién de gas y paso la prueba del SH2 con
lo que no es nocivo para su uso para degradar biomasa, en bacterias
fermentativas las muestras 009C2 y 007C1" fueron las que
sobrevivieron al alcohol y las que fermentaron de mejor maneray en
la prueba de SH; se presentaron resultados negativos con lo cual
también se puede inferir que no afecta al uso humano, finalmente las
levaduras aisladas luego de 45 dias metabolizando el zumo de los
citricos con la liberacion de etanol siendo una fermentacion de
interés agroindustrial. Conclusion. Con este trabajo se obtienen
bacterias acido-lacticas aisladas de suelo de bosques primarios con
capacidades fermentativas frente a la lactosa ademas de su posible
aplicacion para degradar biomasa, finalmente las levaduras aisladas
metabolizan el zumo de los citricos con la liberacion de etanol
siendo una fermentacion de interés agroindustrial. Area de estudio
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general: Agroindustria. Area de estudio especifica: Microbiologia

Industrial.
Keywords: Abstract
Aerobic, Introduction: Primary forests maintain virgin areas in which there
Anaerobic, is much unknown biological diversity. Objective: The purpose of
CFU, lactose, this study is to isolate unknown species of lactic acid bacteria (LAB),
fructose fermentative yeasts, and aerobic fermentative bacteria from primary

forest soils, to verify their potential use in agroindustry.
Methodology. In the case of lactic acid bacteria, soil samples from
the primary forest of Cafii were planted in an acid medium with MRS
and anaerobiosis with 13.3 x10"5 CFU/mL present at 35°C, the
isolated species degraded the lactose and acidified the substrate.
Yeasts were sown from soil samples using 12 x10"5 CFU/mL
present, in a neutral YPD medium with the presence of dextrose in
the presence of oxygen and a bacterial growth inhibitor at 30°C, then
the species were selected. resistant to 8% alcohol, glucose and
fructose fermented well except lactose and fermentation was
conducted in citrus juice for 45 days, eliminating pathogens and
ethanol and CO2 production was obtained. Fermentative bacteria
were planted from of primary forest soil samples with 12 x1075
CFU/mL present, on GYC agar under aerobic conditions at 30°C.
Results. The microorganisms, especially lactic acid bacteria, of
which only two isolated species fermented lactose very easily, C3R2
and the sample C3R1, which metabolized lactose very quickly in
yeasts, were characterized. Sample 001 BC1 was the one that could
generate the greatest gas production and passed the SH2 test, which
is not harmful for its use to degrade biomass. In fermentative
bacteria, samples 009C2 and 007C1' were the ones that survived
alcohol and those that they fermented in a better way and in the SH2
test negative results were presented, with which it can also be
inferred that it does not affect human use, finally the yeasts isolated
after 45 days metabolizing the citrus juice with the release of ethanol
being a fermentation of agro-industrial interest. Conclusion. With
this work, lactic acid bacteria isolated from the soil of primary
forests with fermentative capacities against lactose are obtained, in
addition to their application to degrade biomass. Finally, the isolated
yeasts metabolize the citrus juice with the release of ethanol, being
a fermentation of agro-industrial interest
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Introduccion

La biodiversidad que se encuentra en los bosques primarios es muy rica tanto en especies
animales como en especies vegetales y ni hablar de las especies microbianas existentes
es por esto gque es un ecosistema considerado como uno de los mas importantes y la vez
fragiles segln la evaluacion de los recursos forestales mundiales (FRA) dirigido por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2020),
esta organizacion estima que ecosistemas del tipo bosques primarios corresponden en la
actualidad a un 30,8% de la superficie terrestre. Pero de la misma manera que mas de la
mitad de este porcentaje global se hallan distribuidos en cinco paises: Rusia, Brasil,
Estados Unidos y China y ademas dos tercios de las tierras que pertenecen a los bosques
primarios es decir aproximadamente un 66% le pertenecen a tan sélo 10 paises por lo que
se puede ver una disparidad en lo que se refiere la distribucion de areas destinadas a
salvaguardar la flora y fauna (Meena et al., 2017), y por consiguiente a la microflora que
se encuentran en los suelos primarios (FAO, 2020).

Esta biodiversidad determina la importancia de los microorganismos presentes en los
suelos primarios (FAO, 2021), ya que la disponibilidad de nutrientes inorganicos permite
el desarrollo adecuado de infinidad de especies tales como bacterias acido-lacticas y
levaduras cuyas funciones biologicas presentan interés para la industria de las
fermentaciones y elaboracion de alimentos funcionales como alternativas a los problemas
de salud relacionados a los alimentos (Hoda et al. 2021).

Metodologia

En la presente investigacion se aplico el método cientifico dando inicio al proceso con la
observacion de la realidad, continuando con el planteamiento del problema, consideracion
del marco tedrico y por altimo la formulacion y verificacion de la hipdtesis. Al tener un
desarrollo que va de lo general como son teorias revisadas en tesis, revistas cientificas y
libros; a situaciones especificas o particulares como el aislamiento de las bacterias acido-
lacticas y levaduras presentes en el suelo del bosque primario a través de un analisis
microbiologico exhaustivo

De igual manera para este trabajo de investigacion se considera la aplicacion del enfoque
cuantitativo, ya que los valores o datos obtenidos son procesados con el uso de la
estadistica, medicion numérica y conteo para contestar las preguntas que permiten la
verificacion de la hipotesis planteada. En lo referente al tipo de investigacién se puede
considerar el presente estudio como del tipo aplicada; ya que la caracteristica principal es
que tiene fines practicos para actuar, modificar sectores y poder transformar una
determinada zona. El estudio también se considera esta dentro del nivel descriptivo ya
que se identifico y se describié las caracteristicas mas importantes de cada
microorganismo encontrados en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Pecuarias de
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la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Al mencionar el disefio de la
investigacion podemos considerarlo como descriptivo puesto que se identifico y se
describio las caracteristicas importantes de cada microorganismo encontrado.

Resultados
Recoleccién de muestras

Para el analisis del suelo la muestra se lo hizo de forma sistematica, cada muestra estuvo
compuesta por 5 submuestras, aproximandonos a un 80% de precision. La cantidad de
suelo utilizado para andlisis de rutina es 0.25 kg de suelo, pero es preferible llevar de 0.5
kg a 1kg al laboratorio cabe mencionar que antes de los 30 cm de profundidad aqui es en
donde se retira la capa de materia organica existente (horizonte O) y se tomara el suelo
de la rizosfera (horizonte A) (Chen et al., 2015).

Previo al proceso de siembra y asilamiento de microorganismos; las 5 muestras de suelo
recogidas en la fase de campo fueron sometidas a un proceso de tamizacion obteniéndose
un total de 10g de cada una de las 5 muestras del suelo seleccionadas al azar. Una vez
codificadas estas son usadas para la preparacién de la primera dilucion con agua destilada
(10 gramos de muestra de suelo + 90mL de agua destilada), considerandose una dilucion
madre 107 por cada muestra seleccionada en total 5 diluciones madre (FAO, 2020).

El pH del suelo

De las muestras de suelo de bosques primarios recolectadas fueron seleccionadas 5
muestras al azar; utilizando un total de 5 a 10g de cada muestra y diluyéndolas en 15mL
agua destilada, procediendo luego al filtrado y la medicion del pH con potenciémetro
segun el método establecido por la A.O.A.C (Sociedad Espafiola de Microbiologia, 2017).

Materia Organica

Se debe desecar a unos crisoles para tener un peso constante esto se lo hace en una mufla
por unas 6 horas, luego se tamizd 5 muestras fresca de suelo se pesd 5 gramos de cada
muestra en una balanza analitica los cuales se los lleva a unos crisoles, se procedié a
realizar una calcinacion por 5 horas removiendo la muestra de suelo cada 20 minutos con
una varilla de agitacion, luego se toma el crisol con la muestra de suelo calcinado en su
interior y se la lleva a la mufla a 600°C por 7 horas luego de este tiempo se saca la muestra
de la mufla con unas pinzas y se la lleva al desecador hasta que se enfrie, después la
cantidad de materia organica se la calcula con el peso constante que se anot6 del crisol
vacio que se lo puso en la mufla por 6 horas, restandole el peso que nos dio al final luego
de haber puesto la muestra de suelo calcinada en el crisol que se lo puso en la mufla por
7 horas.
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Cantidad de potasio en el suelo del bosque primario

Se tomd una muestra de suelo fresco de 5g por cada muestra de suelo se tamizo6 se mezcld
con 15mL de agua destilada en un matraz y se lo agit6 en un vortex se lo filtré con papeles
filtro, embudos y matraces luego de 5 horas el agua se filtré por completo se va a retirar
y tomar el filtrado se lo coloco en la celda del espectrofotometro que es de
aproximadamente 10mL y a este se le adicion0 el reactivo de lectura del mineral en
nuestro caso el reactivo de potasio que vino en forma de polvo, se coloco la celda dentro
del espectrofotometro y se procedié a darle inicio para que el equipo haga la lectura al
final en la pantalla nos indico la cantidad en forma de mg/L es decir miligramos por litros
de potasio en la muestra.

Siembra de los microorganismos

Partiendo de las muestras en los tubos de ensayo a partir de la solucion madre desde 1x10-
1 hasta 1x10-11 se procedi6 a sembrar por vertido en placa las disoluciones de 1x10-3
1x10-5 1x10-7 y 1x10-9 con 3 repeticiones por cada una de estas y se incuba por 48 horas
a 35°C todo este procedimiento es sélo para una muestra de suelo es por ello que este
procedimiento se tuvo que repetir con las otras 4 muestras de suelo para estudiar a todas
las 5 muestras de microorganismo a obtener en dichas muestras de suelo, luego se escogio
la UFC/mL més adecuada que se encuentre dentro del rango de 10 a 150 (Secretaria de
Gobernacion Mexicana,1994), debido a que las colonias crecidas no estaban muy
concentradas.

Aislamiento de los microorganismos

Se hace una nueva siembra por vertido en placa en base a la unidad formadora de colonias
(UFC) con las especies que se obtuvieron de las muestras de suelo, rotuladas como (002),
(006), (007), (011), y (012) y se va a hacer con 2 repeticiones las cuales tienen unas
UFC/mL promedio de (4,6 x10"9), (13,3x1075), (7x1077), (4,3 x10"9) y (5,3x10"7)
respectivamente y se manejé con estos valores en base a la norma oficial mexicana
(Secretaria de Gobernacion Mexicana,1994), que maneja valores cercanos a 10 UFC/mL
como valor minimo este proceso va a ser para los 3 tipos de microrganismos BAL,
levaduras y bacterias aerobias fermentativas y se hizo la siembra en agar MRS para las
BAL en condiciones anaerobias y a un pH entre 4.8 a 5.2 a 37°C por 48 horas, Para las
levaduras se hizo en condiciones aerobias en agar Sabouraud un pH de neutro a 30°C por
48 horas y con un inhibidor de crecimiento bacteriano cloranfenicol en este caso 0,05g/L
(FAO, 2020). Para las bacterias aerobias fermentativas se lo hizo en presencia de oxigeno
en agar GYC en pH neutro a 30°C por 48 horas. Para este paso a las especies en el caso
de las BAL se hizo una resiembra esta vez por estriado en agar MRS en condiciones
anaerobias y a un pH entre 4.8 a 5.2 a 37°C por 48 horas ya que por lo general estas llegan
a ocupar toda la caja Petri pasada las 48 horas. Para las levaduras se hizo una resiembra
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por estrias en agar YPD (Condalab, 2021), en presencia de oxigeno pH neutro por 48
horas. Para las bacterias aerobias fermentativas se hizo una resiembra por estrias en
presencia de oxigeno en agar GYC en pH neutro a 30°C por 48 horas, todo este proceso
también lleva sus repeticiones como en la siembra primaria y la finalidad es lograr aislar
colonias axénicas. Luego de esto se tratd de hacer una seleccion macroscopica en base a
las caracteristicas morfologicas de cada una de las especies de interés a partir de
investigaciones anteriores y de bibliografia acerca de cada una de las especies a obtener
y se hizo una nueva resiembra por estriado en agar MRS en condiciones anaerobias y a
un pH entre 4.8 a5.2 a 37°C por 48 horas y se aislo 5 especies. Para las levaduras se hizo
una resiembra por estrias en agar YPD en presencia de oxigeno pH neutro por 48 horas.
Para las bacterias aerobias fermentativas se hizo una resiembra por estrias en presencia
de oxigeno en agar GYC en pH neutro a 30°C por 48 horas se tuvo de referencia (Madigan
et al., 2015).

Preseleccion de especies microbiologicas

Se hizo la tincion Gram se pudo ver que todas las 5 especies de las BAL mostraron una
coloracion violeta y violeta azulado es la caracteristica de la familia de las bacterias acido-
lacticas a excepcion de la primera la muestra (H), para el caso de las bacterias aerobias
fermentativas se obtuvieron bacterias Gram negativa en 5 especies y en 3 especies se
obtuvieron bacterias Gram positiva, para las levaduras se utilizé coloracion de Wright.

Luego se hizo la prueba de catalasa y oxidasa a todas las especies preseleccionadas para
poder tener una idea acerca del tipo de microorganismo con el que se pudiera esperar un
mejor proceso fermentativo

Degradacion de azucares de BAL

Luego de la purificacion se procedid a enriquecer las muestras que se aislé en agua de
peptona, se las dejo por 24 o 48 horas, luego se preparo el caldo rojo fenol con lactosa
después se agregd 1mL de la muestra enriquecida de las candidatas de BAL y se inoculd
dentro de los tubos con el caldo rojo fenol mas lactosa estéril su color fue anaranjado al
comienzo y al cabo de 24 o0 48 horas se hizo el analisis

Degradacion de azlcares de Levaduras

Hecha la purificacion de las levaduras en agar YPD se procedio a enriquecer las muestras
que se aislo en agua de peptona, se las dejo por 24 o 48 horas y se preparé el caldo rojo
fenol con dextrosa después se agregé 1mL de la muestra enriquecida de las candidatas de
levaduras y se inoculd dentro de los tubos con el caldo rojo fenol mas lactosa estéril su
color fue anaranjado al inicio y pasado de 24 o 48 horas se hizo el analisis (FutureLearn,
2019).
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Degradacion de bacterias aerobias fermentativas

Realizada la purificacion de las bacterias aerobias fermentativas en agar GYC se procedio
a enriquecer las muestras que se aisl6 en agua de peptona, se las dejé por 24 o0 48 horas y
se prepard el caldo rojo fenol con dextrosa después se agregdé 1mL de la muestra
enriquecida de las candidatas de levaduras y se inocul6 dentro de los tubos con el caldo
rojo fenol mas lactosa estéril su color fue anaranjado al empezar el andlisis y
posteriormente de 24 o 48 horas se hizo el analisis y continuara asi hasta alcanzar la etapa
estacionaria (Cerra et al., 2013).

Resistencia al alcohol en Levaduras

Se calcul6 la cantidad de alcohol y de agua que se utilizd para llegar a la concentracion
requerida, en la presente investigacion se trabajé con concentraciones de alcohol al 8%
para elegir la resistencia para lo cual se utilizé la ecuacion de C1-V1 = C2-V2 por ejemplo
se trabajo con 8 muestras, pero se realizd una muestra de mas total se trabaj6 con relacién
a 9 muestras (90mL) en cada tubo de ensayo de 10mL se procedio a hacer el célculo para
concentracion de alcohol al 8% y se utilizé alcohol al 70% vy se siguié la ecuacion V2=
[(8%%90mL)/70%]=10,29mL de alcohol y luego el calculo para el agua destilada (9"0mL
Agua destilada - 10,29mL)=79,71mL de agua" destilada fue lo que se utilizd y luego se
le adiciono el agar YPD, a esterilizar s6lo se puso el agar disuelto en los 70,71mL del
agua destilada, luego de esterilizado se esper6 a que la temperatura baje un poco y se le
adiciono el alcohol al 70%, esto se debio a que la temperatura de ebullicion del etanol
esta por encima de los 70°C, se incubd a 30°C por 48 horas y se evaluo los resultados

Resistencia al alcohol en bacterias aerobias fermentativas

Se realiz6 el célculo de la cantidad de alcohol y de agua que requirid, en la presente
investigacion se trabajo con concentraciones de alcohol al 8% para elegir la resistencia
para lo cual se utilizo6 la ecuacion de C1-V1 = C2-V2 y luego se preparo6 con el agar GYC
y luego se esper6 24 o 28 horas para ver los resultados a 30°C

Fermentacion de las levaduras en zumo de citricos

Se realiz6 un almibar en proporcion 2:1 de azucar con agua, 1,5L de almibar se preparo,
y se mezcld con el jugo natural de naranja mezclado con mandarina, el zumo de los
citricos tiene que ser de 1,5L luego se mezcl6 el almibar con el zumo de los citricos y se
pasteurizé a 80°C por unos 5 a 10 minutos se llen6 aproximadamente unos 350mL de la
mezcla zumo almibar en las botellas plasticas por cada una de las muestras de las
levaduras aisladas que fueron un total de 8, se tomd una pequefia muestra para medir su
pH y grados brix se tom6 1mL con la micropipeta de la muestra, de las levaduras las
cuales se enriquecieron en un caldo nutritivo 24 horas antes de inocularlo y se lo coloc6
dentro de las botellas con el almibar, se llevo las botellas plasticas inoculadas a una
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incubadora a unos 30°C y cerradas luego de 24 horas se procedio a verificarlas al igual
que en la fermentacion hecha por levaduras de cerveza (Ferreyra et al., 2009), donde
existio actividad bioldgica en forma de burbujas se procedié a dejar liberar el gas, en la
presente investigacion las botellas se las cerr6 nuevamente, cada 2 dias se repitio este
proceso por 45 dias y se evito que las botellas se queden con demasiado gas en su interior.
La medicion de pH se lo hizo cada semana y ademas se verifico la liberacion de CO2

Produccion de acido sulfhidrico

Se tom0 1mL de &cido acético glacial y se le adiciond a 100mL de una solucién de acetato
de plomo que haya sido preparada al 5% es decir que se afiade una parte de solucién del
acetato de plomo con una parte en 5% de volumen y se empap0 estas tiras de papel filtro
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2012), con esta solucion se dejo secar
y se hizo sumergid en las muestras de zumo de citricos que fueron inoculadas con los
microrganismos se tomé como base (INEN, 2012), y con la ayuda de lo que indica la
norma (INEN, 2013).

Identificacion de las especies microbioldgicas

La identificacion de las especies halladas en la presente investigacion se las hizo en base
a sus caracteristicas fenotipicas para las bacterias &cido-lacticas se la hizo en relacion con
las familias (Streptococcus, lactobacillus) como son la morfolégica en bacterias, la
tolerancia a ph acido por debajo de 5, el crecimiento en un medio en ausencia de oxigeno,
metabolizacidon de la lactosa de la lecha, la fermentacion de azUcares, la liberacion de gas
como subproducto de la respiracién celular. Para las levaduras fermentativas, se las hizo
en relacion con la familia (Saccharomyces) su morfologia la tolerancia a distintas
concentraciones de etanol, la degradacion de la glucosa y la fructuosa como lo dice
Heredia & Chiayan (2015), la produccion de etanol al estar en un medio con exceso de
azucar, la liberacién de CO2 en forma de burbujas la no produccidon de acido sulfhidrico.
Para hallar bacterias aerobias fermentativas se baso en relacion con las caracteristicas de
la familia de las (Acetobacter) como lo propone Parés & Juarez (2012).

Discusion
pH del suelo

De los datos obtenidos se puede ver que la media de pH en dicha zona de bosque tiene un
pH de 7.372 con lo que se considera un suelo neutro, es por ello que en dicho pH obtenido
en la investigacién fue muy factible encontrar bacterias, actinomicetos y en mayor medida
a microrganismos fungicos, esto se pudo constatar ya que se encontré pocas bacterias
acido lacticas de aproximadamente 5 especies y en cambio para especies flngicas como
levaduras se obtuvo 8 especies cabe mencionar que a medida que el pH es menor a 7
existe mayor posibilidad de hallar bacterias las cuales sobreviven y generan la
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descomposicion de la materia orgéanica y se desarrollan de mejor manera en pH un poco
acidos segun lo sefiala (Center for Agriculture, Food, and Environment, 2018).

Tabla 1

pH de las muestras de suelo del bosque primario

Muestra de suelo pH
M1=002 8,01
M2=006 7,65
M3=007 7,42
M4=011 6,81
M5=012 6,97

Materia Orgénica

Como se puede observar en la grafica de los resultados obtenidos el porcentaje de materia
organica es de menos del 1% debido a que es un bosque primario en la cual es de esperarse
que este valor sea bajo si se lo compara con suelos en donde existe la presencia humana
pero a nivel de ser un suelo silvestre es bastante bueno ronda una media de 0,302 % de
materia organica en la cual segin FAO (2009), es de esperarse esta carga de materia
organica ademas de que va a dar un color gris si se la somete al proceso de estudio de
materia organica por via seca, con lo cual se pudo verificar que la tonalidad fue gris en el
suelo de estudio en la investigacion.

Tabla 2

Materia organica de las muestras de suelo del bosque de Cafii

Muestra Muestra inicial (g) Muestra final (g)  Materia organica (g)
M1(002) 2,076 2,0682 0,0078
M2(006) 2,4732 2,4685 0,0047
M3(007) 2,1988 2,1926 0,0062
M4(011) 2,2575 2,2508 0,0067
M5(012) 2,1847 2,1769 0,0078

Cantidad de potasio en las muestras de suelo

Se obtuvo 17,518 ppm de potasio con lo cual el valor mencionado este suelo estudiado se
considera un suelo pobre ya que como lo da a conocer Laboratorio Agrolab (2017), que
los valores se hallan en valores por debajo de 150 ppm son considerados suelos pobres es
decir suelos bajos en potasio.
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Tabla 31

Cantidad de potasio en las muestras del suelo

Muestra Potasio (mg/L) o (ppm)

M1(002) 20
M2(006) 20
M3(007) 12,23
M4(011) 20
M5(012) 15,36

Fermentacion de azlcares hecho por las BAL

Se trabajé con 5 azUcares: lactosa, fructuosa, manitol, glucosa y galactosa las cuales
fueron inoculadas junto con las 5 especies aisladas de los microorganismos del bosque
primario de Caifii, en condiciones anaerobias a 35°C por 48 horas, se realiza este tipo de
pruebas buscando saber si es que las especies obtenidas pueden llegar a degradarlos
azUcares principales pero el glticido que mas importa saber si es que logran metabolizar
es la lactosa, ya que esta seria la principal fuente para producir &cido lactico en el caso de
la familia de los lactobacillus.

Tabla 4

Fermentacion de los principales azucares hecho por las BAL

Muestrade  Codigo de la Lactosa Fructuosa Manitol Glucosa Galactosa

suelo origen especie
(002) C3R2 (H) - + + + -
(006) c2 (1) + - - + +
(007) C1(J) + + +
(0112) C3R1 (K) + + +
(012) C4 (L) + - - + +

Cuando se realizd esta prueba se vio que no todas las especies metabolizaron todos los
azucares a estudiar, pero si que todas fermentaron la glucosa fue el aztcar que todas lo
pudieron metabolizar al igual que en el estudio de Taye et al. (2021), en donde explica
que todas las especies de bacterias acido lacticas (BAL) si utilizan como fuente principal
la glucosa estas son homofermentativas en esta clasificacion se hallan familias como
Lactococcus y Streptocccus , para las cepas denominada (1) y (K) pasadas las 24 horas a
32°C fueron las que de mejor manera utilizaron la lactosa como fuente de energia y la
pudieron degradar cuando se las observo al microscopio con el lente de 100X se pudo ver
que la forma de estas dos especies era la (1) en forma de bacilos largos y Gram positivos
que si lo comparamos lo que dice Parés & Juarez (2012), que la forma en forma de
bastones que desprende CO2 corresponde a la familia de los Lactobacillus (p. 76).
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Fermentacion de las Levaduras

La fermentacion realizada por las levaduras se las hizo en zumo de citricos y al final de
45 dias se pudo ver que el pH se redujo y todas las muestras fermentaron prueba de ello
fue la liberacion de COz

Tabla 5

Fermentacion de las levaduras luego de 45 dias

El tiempo de fermentacion de 45 dias

Nombre Liberacion de CO,  Liberacion de
Cdédigo H,S pH Inicio pH Final
001AC2 + - 7 59
001BC2 + B 7 54
001BC1 + - 7 5,42
009C2 + - 7 5,6
003C1A + - 7 59
006C1’ + - 7 6
006C1 + - 7 6
007C1’ + - 7 6,1

Fermentacién de bacterias aerobias fermentativas

La fermentacion de las bacterias aerobias fermentativas se la pudo comprobar por la
liberacién de CO; una baja en el pH ademas de la comprobacion de la liberacion de H,S

Tabla 6

Fermentacion de las | bacterias aerobias fermentativas s luego de 45 dias

[El tiempo de fermentacion de un]

mes y medio

Nombre Liberacion de CO2 Liberacion de HzS

Cbdigo pH Inicio pH Final
001AC2 + B 7 575
001BC2 + - 7 6
001BC1 + B 7 6,2
009C2 + - 7 6,1
003C1A + - 7 54
006C1 + - 7 6,2
006C1 + - 7 6,3
007C1’ + - 7 6,2
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Identificacion de los microorganismos de interés agroindustrial

Se pudo identificar las BAL porque en el estudio las especies halladas todas fermentaron
y metabolizaron la glucosa fue el azlucar que todas lo pudieron metabolizar al igual que
en el estudio de Taye et al. (2021), en donde explica que todas las especies de bacterias
acido lacticas (BAL) si utilizan como fuente principal la glucosa estas son
homofermentativas en esta clasificacion se hallan familias como Lactococcus y
Streptocccus es por ello que se podria hablar de que en nuestra investigacion también
hubo especies denominada (I) y (K) pasadas las 24 horas a 32°C fueron las que de mejor
manera utilizaron la lactosa como fuente de energia y la pudieron degradar cuando se las
observo al microscopio con el lente de 100X se pudo ver que la forma de estas dos
especies era la (1) en forma de bacilos largos y Gram positivos y la muestra K y estas dos
coinciden con lo que dice la investigacion Parés & Juérez (2012), que la forma en forma
de bastones que desprende CO2 corresponde a la familia de los lactobacillus (p. 76).

Por otra parte, se pudo determinar en la presente investigacion que ninguna de las especies
de levaduras no logr6 degradar la lactosa y esto se debe a que el proceso de glucdlisis lo
realiza de mejor manera con moléculas de glucosa o componentes de ella si se la compara
con los analisis de Gilces et al. (2006), en la cual coincide los azlcares a fermentar por
parte de las levaduras en la cual se utilizd fructuosa, sacarosa, y glucosa obteniendo
resultados positivos al igual que en la investigacion de Heredia & Chiayan (2015).

Figura 1

Resultados del proceso de fermentacion en zumo de citricos

Finalmente, para la identificacion de bacterias aerobias fermentativas se vio que todas
ellas fermentaron y en la tincion de Gram dieron 5 especies fueron Gram negativas y 3
fueron Gram positivas por lo que a las 5 bacterias que fueron Gram negativas se la puede
catalogar como parte de la familia de las Acetobacter ya que dichas caracteristicas
coinciden con las mostradas por Parés & Juarez (2012).
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Conclusiones

e Se analizo las caracteristicas fisicas, quimicas del suelo y se pudo y en base a los
valores que obtuvimos un pH de media de 7,372 con lo que nos dice que es un
suelo bastante equilibrado dentro de la categoria de suelos neutros, pero también
se vio algunas muestras con pH de valor de 6,81 y 6,97 que les da la categoria de
suelos &cidos, se obtuvo las muestras es una zona muy lluviosa y el nitrogeno
continuamente va siendo arrastrado hacia las zonas mas bajas, el nivel de potasio
(K) también es muy bajo de 17,518 ppm si se lo compara con suelos cultivables,
y la materia organica arrojé resultados de 0,32 que también es muy baja por lo
que es un suelo pobre en materia organica.

e Se caracterizaron a los microorganismos especialmente bacterias acido-lacticas
de las cuales s6lo dos especies aisladas fermentaron la lactosa con mucha facilidad
la C3R2 y la muestra C3R1 las cuales metabolizaron la lactosa muy rapido en las
levaduras. La muestra 001 BC1 fue la que pudo generar mayor produccion de gas
y pasé la prueba del SH2 con lo que no es nocivo para su uso para degradar
biomasa, en bacterias fermentativas las muestras 009C2 y 007C1" fueron las que
sobrevivieron al alcohol y las que fermentaron de mejor manera y en la prueba de
SH2 se presentaron resultados negativos con lo cual también se puede inferir que
no afecta al uso humano, finalmente las levaduras aisladas luego de 45 dias
metabolizando el zumo de los citricos con la liberacion de etanol siendo una
fermentacion de interés agroindustrial.
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