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Resumen

En este trabajo de titulacion tuvo como objetivo evaluar la actividad lipolitica y proteolitica en
bacterias de las Aguas Termales de los llinizas de la Provincia de Cotopaxi, para esto se tomaron
tres muestras representativas de cada una de las cinco fuentes termales escogidas, ademés de una
muestra compuesta para la preparacion de medios de cultivo. Se analizd in situ el pH y la
temperatura en cada punto de muestreo. Se procedié a sembrar en placas con medio PCA més agua
destilada y mas agua termal, realizando un recuento cada 24 horas de las colonias bacterianas
inoculadas a 30°C. Se seleccionaron 48 colonias bacterianas y se repicaron hasta su estabilizacion
(3 veces). Se realizaron pruebas enzimaticas de degradacion en medios con PCA mas leche
descremada, PCA mas mantequilla y PCA maés aceite de oliva, los mismos que fueron preparados
en agua termal y agua destilada, se identificaron aquellos aislados bacterianos capaces de degradar
tributirina y caseina. Se procedio a determinar el indice de potencia enzimatica tanto lipolitica
como proteolitica de los aislados bacterianos identificados anteriormente, para esto se usaron los
medios PCA mas leche descremada y mantequilla modificada. Se realizé tincion Gram en 69 clones
bacterianos y se aislaron ocho clones representativos de cada fuente termal las cuales presentaron
el mayor indice de potencia. Se emplearon pruebas bioguimicas para la identificacion de los diez
clones bacterianos aislados, los mismos que corresponden a los siguientes géneros: Plesiomonas y
Campylobacter.Como recomendacion en la toma de muestras se debe procurar no afectar el sitio o
zona de muestreo con el fin de que cada muestra sea representativa del lugar.

Palabras claves: Biotecnologia; lipolitica; proteolitica; fuentes termales; ilinizas; Cotopaxi

(provincia).

Abstract

The objective of this titration work was to evaluate the lipolytic and proteolytic activity in bacteria
from the Ilinizas Thermal Waters of the Province of Cotopaxi. For this, three representative
samples were taken from each of the five hot springs chosen, in addition to a sample Composed
for the preparation of culture media. PH and temperature were analyzed in situ at each sampling
point. Plates with PCA medium plus distilled water and more thermal water were plated, making a
count every 24 hours of the bacterial colonies inoculated at 30°C. 48 bacterial colonies were

selected and planted until stabilized (3 times). Enzymatic degradation tests were performed in
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media with PCA plus skim milk, PCA plus butter and PCA plus olive oil, the same that were
prepared in thermal water and distilled water, those bacterial isolates capable of degrading
tributyrin and casein were identified. The lipolytic and proteolytic enzymatic potency index of the
previously identified bacterial isolates was determined, for this the PCA media plus skim milk and
modified butter were used. Gram staining was performed in 69 bacterial clones and eight
representative clones of each thermal source were isolated, which presented the highest potency
index. Biochemical tests were used to identify the ten isolated bacterial clones, which correspond
to the following genera: Plesiomonas and Campylobacter. As a recommendation in taking samples,
care should be taken not to affect the sampling site or area so that each sample is representative of
the place.

Keywords: Biotechnology; lipolytic; proteolytic; thermal sources; ilinizas; Cotopaxi (province).

Resumo

O objetivo deste trabalho de titulacdo foi avaliar a atividade lipolitica e proteolitica em bactérias
das aguas termais de llinizas, na provincia de Cotopaxi, para o qual foram coletadas trés amostras
representativas de cada uma das cinco fontes termais escolhidas, além de uma amostra Composto
para a preparacdo de meios de cultura. O pH e a temperatura foram analisados in situ em cada
ponto de amostragem. Placas com meio PCA mais agua destilada e mais agua termal foram
semeadas, fazendo uma contagem a cada 24 horas das col6nias bacterianas inoculadas a 30°C. 48
coldnias bacterianas foram selecionadas e plantadas até estabilizar (3 vezes). Testes de degradacao
enzimatica foram realizados em meio com PCA mais leite desnatado, PCA mais manteiga e PCA
mais azeite, 0s mesmos que foram preparados em dgua termal e &gua destilada, foram identificados
isolados bacterianos capazes de degradar tributirina e caseina. Foi determinado o indice de poténcia
enzimatica lipolitica e proteolitica dos isolados bacterianos previamente identificados, para isso
foram utilizados os meios PCA mais leite desnatado e manteiga modificada. A coloracdo de Gram
foi realizada em 69 clones bacterianos e foram isolados oito clones representativos de cada fonte
térmica, 0s quais apresentaram o maior indice de poténcia. Testes bioquimicos foram utilizados
para identificar os dez clones bacterianos isolados, que correspondem aos seguintes géneros:
Plesiomonas e Campylobacter.Como recomendacéo na coleta de amostras, deve-se tomar cuidado

para ndo afetar o local ou a area de amostragem, para que cada amostra é representativa do local.
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(provincia).

Introduccion

La biotecnologia ambiental pretende mejorar las condiciones ambientales desfavorables en
especial para el ser humano, mediante el uso de organismos. El Ecuador es un pais mega diverso,
conocido a escala mundial por su riqueza y su variedad tanto en fauna, flora, y microorganismos,
lo cual constituye una reserva genética, y metabdlica.

Sin embargo, segun estudios realizados por Oliart et al., (2016: p. 82), se estima que menos del 1%
de los microorganismos que habitan en el planeta han sido estudiados, y pudiera haber alrededor
de 50 millones de especies bacterianas por descubrir.

Hasta la actualidad segun Montafio et al., (2010: p. 16) se han descrito 45000 especies de bacterias,
esto sugiere que los ecosistemas del planeta podrian contener una elevada diversidad microbiana
aun no descubierta. Paladines menciond que en el Ecuador se han documentado 167 manantiales
de aguas termales y minerales; y, mas de 1000 manantiales de agua fresca de montafia, ubicados
principalmente en el callejon Interandino y alrededor de los grandes volcanes (Paladines citado en
Carrion, 2014: p. 3).

Han pasado 116 afios desde que Wolf, escribid sobre la bondad y propiedades de las aguas termales
y minerales del pais. Lamentablemente hasta ahora, salvo casos aislados, no se ha hecho nada por
conocer e investigar nuestras aguas minerales. Por lo que existe un bajo desconocimiento de las
mismas, incluso de parte de instituciones (Wolf, 1892 citado en Carrién, 2014: p. 3).

El clima de alta montafia es un ambiente particular, a medida que se asciende la montafia la
temperatura desciende, posee temperaturas que no superan los 15°C con precipitaciones anuales
de 1000 mm., dentro de los ambientes de montafia se encuentran cuerpos de agua dulce donde se
encuentran microorganismos que presentan adaptaciones propias a su entorno y pueden estar
relacionados con la sintesis de productos naturales poco comunes (Cimera citado en Moreno, 2017:
p19)

Los extreméfilos son organismos que no solamente sobreviven, sino que se desarrollan

exitosamente en las condiciones mas inhdspitas e impensables para la vida. Son organismos que
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no solo toleran y sobreviven a ciertas condiciones naturales extremas, sino que las requieren para
poder crecer y multiplicarse (Ramirez, 2010: p. 57).

Los microorganismos psicrotolerantes presentan sus temperaturas éptimas de crecimiento entre
20°C y 40°C, pero crecen también a temperaturas bajas de hasta 0°C, este tipo de microorganismos
estan mas distribuidos en la naturaleza y pueden ser aislados de climas templados también juegan
un papel importante en el catabolismo e hidrolisis de los polisacaridos (Madigna citado en Moreno,
2017: pp. 22 - 24), produciendo algunos subproductos como parte de su metabolismo, estas
enzimas psicrofilas se caracterizan por una alta eficiencia por debajo de los 40°C catalitica (Villata,
2013: p. 13-24).

Los extremofilos y sus enzimas tienen un importante potencial econdmico en diversas areas, ya sea
en aplicaciones directas para procesos de hidrolisis bajo condiciones extremas o como modelo
biologico para mejorar las enzimas mesofilicas optimizando sus propiedades y su estabilidad bajo
condiciones distintas a las normales (Palacios, 2012: p. 8-11).

Las enzimas producidas por los microorganismos psicrotolerantes funcionan a manera optima a
bajas temperaturas debido a que presentan en su estructura secundaria mayor contenido de hélices
alfa, menor cantidad de laminas beta y mayor cantidad de aminoacidos polares que las enzimas de
organismos mesofilos, esta particularidad permite la flexibilidad de las enzimas para catalizar las
reacciones metabolicas dentro de la célula. (Madigna citado en Moreno, 2017: pp. 22 - 24).

En los microorganismos psicrofilos y psicrotolerantes la busqueda de nuevos bio-productos se ha
enfocado en areas como: enzimas para procesos industriales, bioremediacion y otras tecnologias
para el control de contaminacion, acidos grasos polinsaturdos y proteinas anticongelantes
(Palacios, 2012: p. 8-11).

Los psicrotolerantes tienen la capacidad de producir lipasas que funcionan eficientemente a bajas
temperaturas. Las lipasas adaptadas a frio poseen caracteristicas estructurales que les confieren un
alto nivel de flexibilidad particularmente alrededor del sitio activo. (Palacios, 2012: p. 8-11)

Las proteasas adaptadas al frio tienen un importante valor comercial, debido a sus multiples usos
en los sectores industriales y bio-tecnolégico, entre los que se destacan las aplicaciones en la
industria de los detergentes, la industria de los alimentos, como biorremediadores, en la

biotransformacion y la biologia molecular. (Falero. 2013: p. 12)
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Las adaptaciones a nivel fisiolégico y molecular a ambientes frios permiten que la vida pueda
prosperar, pueden presentar modificacion de la membrana lipidica, sintesis de proteinas, sintesis
de exopolisacaridos y sintesis de enzimas que trabajan a bajas temperaturas (Fullana citado en
Moreno 2017: p 16)

Las aplicaciones potenciales de las enzimas provenientes de psicrofilos y psicrotolerantes, se
encuentran en procesos tales como la hidr6lisis de la lactosa en la leche utilizando galactosidasa,
en el bio-pulido de productos textiles usando celulasas, en extraccion y clarificacion de jugos de
frutas usando pectinasas, en el ablandamiento de la carne o la mejora de su sabor mediante el uso
proteasas, en el mejoramiento de las cualidades organolépticas de productos de panaderia
empleando amilasas, proteasas y xilanasas, en el ablandamiento de lana o en la limpieza de lentes
de contacto empleando proteasas ( Villata, 2013: pp. 13-24)

Por lo cual se propone como objetivo principal de la investigacion: Determinar del indice de
potencia lipolitico y proteolitico en bacterias psicrétolerantes de las aguas termales de los Ilinizas.,
que a su vez involucra los siguientes componentes: caracterizar fisicamente el agua de las fuentes
termales, aislar las colonias bacterianas, realizar pruebas enzimaticas, determinar el indice de
potencia de la actividad e identificar las colonias bacterianas mediante pruebas bioguimicas y

tincion Gram

Metodologia

Lugar de muestreo

Las aguas termales de los Ilinizas son aguas subterraneas, que se ubican a una altura de 4046msnm,
la temperatura ambiente promedio al afio en la zona es de 11°C, la precipitacion es de 1500 a
3000mm, estas Aguas Termales ofrecen una forma natural de mantener, alcanzar o recuperar la
salud fisica y estética mediante sesiones termales periddicas, constituye una de las prioridades
recreativas y de salud de las personas que la visitan (Flores et al., 2014: p. 70).

Se muestrearon 3 fuentes termales. Se tomO una muestra compuesta para cada fuente termal.
Adicionalmente se tom6 una muestra compuesta de 2 litros de todas las fuentes termales, esta

muestra se utilizd para preparar los medios de cultivo con PCA.
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Aislamiento, Seleccion y Estabilizacion

Se procedi6 a sembrar en superficie las muestras de las fuentes 1, 2 y 3 en placas Petri con medio
PCA mas agua termal (T) y mas agua destilada (D) y se incubaron a 4°C por 48 h. Se realiz6 un
recuento bacteriano.

Se seleccionaron 48 colonias bacterianas por tratamiento, las cuales se sembraron mediante el
método de picadura en dos cajas Petri con PCA+T y PCA+D, cada tratamiento fue replicado. A
continuacion, se incubd las cajas Petri a 4°C y sus réplicas se sometieron a una temperatura de 30°C
por 24 h. Se estabilizaron las réplicas al menos tres veces.

Pruebas de degradacion enzimatica

Se procedié a sembrar los 48 clones bacterianos estabilizados en cajas Petri con medio leche
descremada (L) (Ramirez y Luna., 1996) y medio mantequilla modificado (M) teniendo
tratamientos con agua destilada y agua termal. La composicién del medio M se muestra a

continuacion:

Tabla 1: Composicion del medio mantequilla modificado (M)

Composicion | Cantidad/ 1 L

PCA 159
Mantequilla | 10 g

Tween 80 10 ml

Realizado por: Lopez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.
Se incubaron los clones bacterianos a 30 °C por 24 h.

Determinacion del Indice de potencia

Se sembraron mediante el método de picadura 16 aislados bacterianos en tres réplicas en placas
Petri con medio L+T, L+D y M+T. Se incubaron a 35 °C por 24 h.

Se midio6 el halo de hidrdlisis y el halo de cada aislado bacteriano y se determind el indice de

potencia enzimatica mediante la siguiente ecuacion (Herrera, 2003; Alane, 1996):

Ecuacion 1. indice de Potencia (IP)

Ip = Diametro del Halo de Hidrolisis

Diametro de la Colonia
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Pruebas Bioquimicas y Tincion Gram
Se realizaron la técnica de tincién Gram y cinco pruebas bioquimicas a los dos aislados bacterianos.

Resultados y Discusion

Recuento de las colonias bacterianas

Tabla 2: Recuento de las colonias bacterianas que crecieron a temperatura de 4 °C

U_E Fuente | Medio con

mL

60 1 Agua destilada

250 |2 Agua destilada
Agua destilada
Agua destilada

230 | 3 Agua destilada
Agua destilada
Agua destilada

660 3 Agua Termal
Agua Termal

Realizado por: Lopez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

Grafico 1: Unidades formadoras de colonia por mililitro vs fuente termal.
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En los tratamientos a 4°C, el mayor recuento bacteriano registrado corresponde al medio utilizado
con agua termal en la fuente termal 3 siendo este de 660UFC/mL.

Segun Carrion (2014: p. 67) la temperatura ambiente del lugar puede llegar hasta 0°C, ademas la
fuente 3 identificada como una Cascada, exhibe la menor temperatura de todas las fuentes
muestreadas a pesar de ser un agua termal, por lo que se justifica la presencia de microorganismos
psicrotolerantes.

En comparacion Moreno (2017: p. 45) en su estudio de caracterizacion de cepas bacterianas de la
Laguna Amarilla perteneciente al nevado el Altar en la provincia de Chimborazo reporta 18
colonias bacterianas siendo menor al registrado en este estudio para la fuente termal 3 con un valor
de 660UFC/mL

Pruebas de degradacion

Los 48 aislados bacterianos mostraron actividad proteolitica y proteolitica en los medios L+D, L+T
y M+T.

Determinacion del indice de potencia de actividad enzimatica

Tabla 3: Determinacion del indice de potencia de actividad proteolitica (IPAP) mostrado por los aislados bacterianos

en el medio L+D.

Colonia P

1 1,73
2 2,17
3 2,01
4 1,00
5 3,17
6 1,67
7 1,89
8 1,89
9 1,89
10 1,00
11 2,17
12 2,45
13 1,24
14 2,06
15 2,97
16 1,23

Realizado por: Lopez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

El mayor IPAP observado es de 3,17 registrado en el aislado bacteriano 5. EI menor IPAP se

registra en el aislado bacteriano 10 con un valor de 1,00
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Tabla 4: Aislados bacterianos que mostraron un IPAP mayor o igual a 2,00 en el tratamiento con AD

Colonia IP

2 2,17
3 2,01
5 3,17
11 2,17
12 2,45
14 2,06
15 2,97

Realizado por: Lépez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

De los 16 aislados bacterianos psicrétolerantes cinco muestran un IPAP mayor o igual a 2,00 lo
que corresponde a un porcentaje de 31% del total de aislados.

Tabla 5: Determinacion del IPAP mostrado por los aislados bacterianos en el medio L+T.

Colonia IP

1 1,66
2 1,56
3 3,86
4 1,00
5 2,41
6 3,00
7 2,89
8 1,00
9 2,55
10 2,49
11 2,72
12 2,52
13 2,25
14 2,27
15 2,43
16 2,39

Realizado por: Lopez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

El mayor IPAP observado es de 3,86 registrado en el aislado bacteriano 3. EI menor IPAP se
registra en el aislado bacteriano 8 con un valor de 1,00

Se concluye que el mayor IPAP registrado comparando los tratamientos con D y T es de 3,86 del
aislado bacteriano 3, lo que concuerda con el apartado 3.2 Recuento de las colonias bacterianas
donde se demostrd que el uso del agua termal en la preparacion de los medios favorece el

crecimiento de los aislados bacterianos.
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En comparacion con Dominguez (2014: p. 48), que reporta un IP de 1,9 a las 48 h y 32°C para la
cepa Bacillus licheniformis aislada, el IPAP determinado para el aislado psicrotolerante 3 es mayor
ya que este registro un valor de 3,86 valor doble del que reporta Dominguez en su investigacion.

Tabla 6: Aislados bacterianos que poseen un IPAP mayor o igual a 2,00 en el tratamiento con agua termal

Colonia IP

3 3,86
5 2,41
6 3,00
7 2,89
9 2,55
10 2,49
11 2,72
12 2,52
13 2,25
14 2,27
15 2,43
16 2,39

Realizado por: Lépez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018

De los 16 aislados bacterianos psicrétolerantes doce muestran un IPAP mayor o igual a 2,00 lo que
corresponde a un porcentaje de 75% del total de aislados.

Se concluye que el mayor porcentaje de aislados bacterianos que poseen un IPAP mayor o igual a
2,00, se registra en el tratamiento con agua destilada puesto que en este el 75% de los aislados
exhiben tal IPAP.

Tabla 7: Determinacion del indice de potencia de actividad lipolitica (IPAL) de los aislados bacterianos en medio

M+T
Colonia IP
1 1,67
6 1,67
7 1,47
8 1,64
10 1,61
11 1,56
12 1,58
13 1,69
14 1,75
15 1,33
16 1,23

Realizado por: Lopez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.
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El mayor IPAL observado es de 1,75 registrado en el aislado bacteriano 15.

Se concluye que el mayor IP lipolitico y proteolitico registrado pertenece al aislado bacteriano
psicrotolerante 11 el cual posee un valor de IPAL de 1,56 y de IPAP de 2,72.

En comparacion con Pastuzo (2014: p. 52) el cual reporta un IPAL de 1,21 a los 6 dias de
crecimiento a 20°C para la cepa psicrotolerante UG - PA - 00 1, el valor registrado en este trabajo

de investigacion de 1,75 para el aislado bacteriano 15 es mucho mayor.

Tabla 8: Aislados bacterianos que poseen un IPAL mayor o igual a 1,50 por fuente termal en el tratamiento con agua

termal
Colonia IP
1 1,7
6 1,7
8 1,6
10 1,6
11 1,6
12 1,6
13 1,7
14 1,8

Realizado por: Lépez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

De los 16 aislados bacterianos psicrotolerantes ocho muestran un IPAP mayor o igual a 2,00 lo que
corresponde a un porcentaje de 50% del total de aislados.

En comparacion se concluye que el mayor porcentaje de aislados bacterianos que poseen un IPAP
y IPAL mayor o igual a 2,00, se registra en los tratamientos con medio M+T correspondiendo a un
75% del total de aislados psicrétolerantes que exhiben un tal IPAP.

Identificacion macroscopica y pruebas bioquimicas

Tabla 11: Identificacion macroscépica y pruebas bioquimicas de los clones bacterianos aislados

Medio con | Agua termal | Agua Destilada
Aislado 10 1
Gram - -
Forma Bacilos Bacilos
Color Crema Crema
Tamafio(cm) 0,7 0,6
Manitol + -
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Catalasa + -
Urea I+ +
Glucosa + +
Lactosa - +
Sacarosa - +
SH; -1+ +
Movilidad + +
Indol - -

Realizado por: Lépez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018.

Los clones bacterianos aislados a los cuales se les realizo la Tinciobn Gram y las pruebas

Bioquimicas fueron identificados como:

Tabla 12: Género de los clones bacterianos aislados

Clon Bacteriano Aislado Género
10 Plesiomonas
1 Campylobacter

Realizado por: Lépez, Jocelyne y Soria, Liliana, 2018

El género Plesiomonas registrado en este trabajo en el grupo de psicrotolerantes, segun estudios de
Ponce et al, (2005: p. 2) posee actividad lipolitica y proteolitica, ademas en el estudio realizado por
Rodriguez & Antillén (1989: pp. 1-5) se menciona que es un género propio del ambiente acuatico.
El género Campylobacter registrado en este trabajo en la fuente 3 y en el grupo de microorganismos
psicrotolerantes, segun estudios de Castrillon, Palma, & Macin, (2011: pp. 232-235) tiene actividad
proteolitica, ademas Ruiz (2015: p. 31) menciona que son organismos que pertenecen a los medios

acuaticos.

Conclusiones
El mayor recuento bacteriano psicrotolerante registrado de 660UFC/mL corresponde al tratamiento

con agua termal en la fuente termal 3.
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El mayor IPAP es de 3,86 del aislado bacteriano 3 en el tratamiento con agua termal, siendo que el
uso del agua termal en la preparacion de los medios favoreci6 el crecimiento de los aislados
bacterianos en concordancia con lo registrado en el recuento bacteriano.

El mayor IP lipolitico y proteolitico registrado pertenece al aislado bacteriano psicrotolerante 11 el
cual posee un valor de IPAL de 1,56 y de IPAP de 2,72.

Se aislaron géneros bacterianos correspondientes a Plesiomonas y Campylobacter.
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