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GLOSARIO

Afluente Caudal de agua que llega a una planta o unidad de

tratamiento.

Cepario Coleccion de bacterias con fines de conservacion,
gque pueden ser utilizadas para investigacion,

diagnéstico y otros fines.

Cultivo axénico Cultivo que contiene una sola clase de

microorganismos, también llamado cultivo puro.

DBO Demanda bioquimica de oxigeno.
DQO Demanda quimica de oxigeno.
Efluente Caudal de agua que sale a una planta o unidad de

tratamiento.

Halotolerante Calificativo que se le da a un organismo que es capaz

de soportar altas concentraciones de sal.

IUPAC Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada

(International Union of Pure and Applied Chemistry).
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Lipasas

Lipdlisis

Microbiota

Microorganismo

sacarolitico

PTAR

Tributirina

USAC

Enzimas lipoliticas son biocatalizadores que llevan a
cabo reacciones de sintesis, hidrolisis o intercambios

de grupos en sustancias oleosas.

Proceso mediante el cual los lipidos son
transformados para producir &cidos grasos y glicerol.
También se le puede llamar hidrdlisis de triglicéridos.
La lipdlisis es el conjunto de reacciones bioquimicas

inversas a la lipogénesis.

La suma total de microorganismos que conviven en

un ambiente determinado.

Microrganismo que utiliza la glucosa como fuente de

carbono.

Planta de Tratamiento de Aguas Residuales.

Triglicérido compuesto de acido butirico y glicerol.

Universidad de San Carlos de Guatemala.
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RESUMEN

En el presente informe se encuentra la informacién obtenida en la
caracterizacion de bacterias lipoliticas aisladas de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala, con la
finalidad de crear un cepario para que las cepas bacterianas aisladas estén
disponibles para estudios posteriores de degradacion de grasas en aguas

residuales.

Se tomaron muestras de agua residual de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la USAC. Las muestras fueron tomadas en tres fechas
diferentes, y en cinco puntos en cada una de las fechas, durante los meses de

julio, agosto y septiembre de 2016.

Se aislaron bacterias con actividad lipolitica utilizando como sustrato agar
tributirina, las cepas aisladas fueron caracterizadas por medio de coloracion de
Gram; pruebas para separar por grupos como catalasa, OFglucosa, movilidad,
crecimiento en agar Mac Conkey y oxidasa. Posteriormente se utilizaron
pruebas bioquimicas especificas. Las pruebas comerciales utilizadas fueron las
galerias API® 20 E, API® 20 NE Y API® 50 CHB de la marca BioMérieux, que se
seleccionaron de acuerdo al microorganismo y siguiendo diagramas de flujo

especificos. (Anexos 1y 2).

Se aislaron un total de treinta y cinco (35) cepas con actividad lipolitica,
de las cuales pudieron ser identificadas veinte (20). De las 20 cepas
identificadas, 18 son Gram negativo y 2 Gram positivo. Entre las especies

identificadas  se  encuentran: Serratia  marcescens, Acinetobacter

IX



baumannii/calcoaceticus, Acinetobacter junii/johnsonii, Comamonas
testosteroni, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas sobria,
Aeromonas hydrophila/caviae, Pasteurella aerogenes, Pasteurella spp.,
Chromobacterium violaceum, Bacillus subtillis/amyloliquefaciens y Bacillus

coagulans.

Las cepas aisladas se sembraron en agar de conservacion con aceite
mineral para conformar un cepario; asi como también para garantizar su
preservacion a temperatura ambiente y dejandolas disponibles para su utilizacion

en estudios posteriores.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema de los efluentes urbanos e industriales esta intimamente
relacionado con la contaminacion ambiental, ya que constituye una de sus
causas. Con el aumento de la poblacion y las necesidades creadas se han
multiplicado los problemas que ocasionan los residuos generales, que
l6gicamente van en aumento. Esta es una consecuencia obligada y que
fundamentalmente proviene de la falta de prevision al no incluir en las
inversiones iniciales una planta de tratamiento de efluentes. Un tratamiento de
aceites de desecho usando microorganismos lipoliticos capaces de bioconvertir
(o biodegradar) estos en productos de interés, reduciendo asi su impacto en el
ecosistema, seria una alternativa adecuada a este problema. Si se disefia para
los microorganismos biodegradadores la correcta combinacién de nutrientes y
factores ambientales se permitira romper las cadenas quimicas y desactivar sus

propiedades.

Con los resultados del estudio se podra contar con una base de cepas
bacterianas con actividad lipolitica, aisladas localmente y que posteriormente se
podran utilizar para estudios y produccion de biomasa para la utilizacion en

plantas de tratamiento de aguas residuales.
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JUSTIFICACION

La importancia que tiene la conservacion de recursos naturales ha
despertado en la sociedad la busqueda de soluciones para cuidarlos y
recuperarlos, con el fin de que sean aprovechados por los seres vivos. “Las
grasas y aceites de desecho forman parte hoy en dia de los contaminantes que
mas afectan al medio acuatico, cuando se desecha a través del alcantarillado y

llegan al mar (cuerpos de agua) sin tratamiento adecuado”.

La cantidad de lipidos en las aguas residuales municipales es de
aproximadamente 30-40 % del total de la demanda quimica de oxigeno. Las
aguas residuales que contienen grasas Yy aceites tradicionalmente se tratan de
forma fisica, este tratamiento se considera actualmente insuficiente si la grasa
esta en su forma dispersa. Se ha descrito que el tratamiento biolégico es el
método mas eficiente para la eliminacidén de grasas y aceites, degradandolas en
moléculas miscibles; por lo tanto, la manipulacién de microorganismos para fines
de tratamiento y de biorremediacion proporciona una herramienta muy eficaz

para la purificacion de efluentes contaminados y aguas naturales?.

Adicionalmente, el tratamiento biolégico se prefiere sobre los procesos
fisico-quimicos, ya que es rentable, eficiente y amigable con el medio ambiente?.
de alli la importancia de contar con un banco de cepas aisladas localmente para

posteriormente desarrollar un tratamiento bioldgico.

1 ODEYEMI, Aletoba. et al. Lipolytic Activity of some Strains of Klebsiella, Pseudomonas and
Staphylococcus Spp. from Restaurant Wastewater and Receiving Stream. p. 43.

2 MAHAJAN, Deeksha., KARNWAL, Arun. Removal of Vegetable Oil from Contaminated
Industrial Effluents by Bacteria. p. 257.
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OBJETIVOS

General

Aislar bacterias con actividad lipolitica de las aguas residuales de la Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

Especificos

1. Evidenciar la actividad lipolitica en bacterias aisladas de la planta de
tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

2. Caracterizar bacterias con actividad lipolitica aisladas de aguas residuales
de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

3. Generar un cepario con las bacterias aisladas que presenten capacidad
lipolitica.
4. Proveer de material biologico para estudios posteriores de fuentes de

produccion de lipasas destinadas al uso en el biotratamiento de aguas

residuales.
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HIPOTESIS

En el efluente de cada una de las unidades de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala existen
bacterias lipoliticas capaces de ayudar en la degradacion de grasas y aceites y
se aislaran al menos 20 cepas.
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ANTECEDENTES

Es posible obtener cultivos puros de bacterias con propiedades lipoliticas
utilizando medio enriquecido con un lipido como sustrato. Un cultivo axénico (o
puro) se puede aislar de muchas maneras a partir de un cultivo de
enriquecimiento. Entre las técnicas habituales de aislamiento estan la siembra
en placa por estrias, la dilucién en agar y la dilucién en liquido3. En este estudio
se utilizé la técnica de dilucidn en agar para obtener colonias separadas de

bacterias y posteriormente cultivos puros.

En la revision de literatura se encontraron diversos reportes de estudios,
realizados en diferentes paises, sobre aislamiento de bacterias lipoliticas en

aguas residuales y otras fuentes, entre ellos:

Estudios de comparacion de técnicas de aislamiento, como la reportada
por Harris y colaboradores, en el que se compararon tres diferentes métodos,
empleando dos medios de cultivo: agar estandar de conteo en placa (Standard
Plate Count Agar -SPCA-) y agar tripticasa soya enriquecido con peptona al 1%
(Trypticase Soy Agar -TSA-). En este estudio se reportd que el método de doble
capa produjo un numero ligeramente mayor de bacterias lipoliticas que un
método de una sola capa con medios comparables y se logré una mejor claridad
visual con el método de una sola capa. El medio TSA enriquecido con peptona
soporta un mejor crecimiento de las bacterias lipoliticas que el SPCA. En todos

los casos se utilizd mantequilla de leche clarificada como sustrato®.

8 MADIGAN, Michael., et al. Brock. Biologia de los microorganismos. p. 614.
4 HARRIS, P., CUPPETT S., BULLERMAN L. A techniqgue comparison of isolation of lipolytic
bacteria. p. 176-177.
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En estudios realizados en Colombia sobre la capacidad degradadora de
aceite por bacterias lipoliticas en el lodo residual de la extraccion de aceite de
palma se reportaron 4 géneros de bacterias con esta capacidad: Pseudomonas,
Enterobacter, Bacillus y Staphylococcus®.

En otro estudio realizado también en Colombia sobre aislamiento de
bacterias lipoliticas a partir de residuos organicos domiciliarios en compostaje
(residuos organicos), se aislaron 9 cepas de bacterias que fueron clasificadas
como presuntivas por su capacidad lipolitica, de estas 9 cepas se confirmaron
tres, de las cuales todas fueron bacilos Gram negativo y se caracterizaron
morfolégicamente las colonias de cada una de las cepas sin profundizar en la

identificacion®.

En Peru, con el objetivo de aislar bacterias halotolerantes con actividad
lipolitica, recolectaron muestras de suelos salinos. Se preseleccionaron 55
bacterias con caracteristicas morfolégicas diferentes y en base a su capacidad
de hidrolizar los sustratos especificos y de presentar tolerancia salina variable
desde 0 a 25 %, se seleccionaron 14 bacterias que crecieron 6ptimamente
(lipoliticas y halotolerantes). De las 14 bacterias seleccionadas, seis fueron
bacilos Gram positivo y ocho Gram negativo. Estas 14 bacterias constituyen
fuentes promisorias para la produccién de lipasas y biotratamiento de residuos

oleosos’.

5 OTALORA, Miguel., et al. Evaluacion de la capacidad degradadora de aceite por bacterias
lipoliticas en el lodo residual de la extracciéon de aceite de palma. p. 288.

6 CEPEDA, Leidy y VALENCIA, Sandra. Aislamiento de bacterias lipoliticas y determinacion de
patégenos humano Escherichia coli y Salmonella sp. a partir de residuos organicos domiciliarios
en compostaje. p. 52.

7 FLORES-FERNANDEZ, Moénica y colaboradores. Bacterias halotolerantes con actividad
lipolitica aisladas de las Salinas de Pilluana San Martin. p. 88.
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Un reporte en India de un estudio en suelos contaminados con aceites
indica que se aislaron 7 cepas con actividad lipolitica, de las cuales dos
aislamientos fueron identificados principalmente como Aspergillus flavus y dos
cepas identificadas como Micrococcusé.

En un estudio en Africa se reportaron 32 bacterias con capacidad lipolitica
aisladas del efluente de aguas residuales de un restaurante en Nigeria. Las 32
bacterias aisladas se encontraron agrupadas en los géneros Enterococcus,

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia y Staphylococcus®.

En un estudio de tesis de Maestria sobre aislamiento y caracterizacion de
bacterias lipoliticas realizada en la Universidad de Stellenbosch, Sudafrica, se
reporto el aislamiento de cuatro bacterias: Pseudomonas fluorescens, P. luteola,
Stenotrophomonas maltophilia y Bacillus licheniformis con actividad lipolitica a

diferentes temperaturas?©.

Por otro lado, también se encuentran estudios sobre el uso de bacterias
en el tratamiento de aguas residuales, como en un estudio de biodegradacién
de residuo graso industrial realizado en Venezuela, en el cual se reporté que
con una mezcla de las bacterias aisladas de los géneros Pseudomonas, Bacillus
y Enterobacter realizaron una prueba de degradacion, en la cual, se obtuvo una

reduccion del 91.4 % en masa de las grasas del residuo graso estudiado,

8 HOMBALIMATH, Veeranna. lIsolation and characterization of lipolytic microorganisms from oil
contaminated soil. p. 293.

9 ODEYEMI, Aletoba. et al. Lipolytic Activity of some strains of Klebsiella, Pseudomonas and
Staphylococcus Spp. from restaurant wastewater and receiving stream. p. 43.

10 HENDRICKS, Ashley. Isolation and characterization of lipolytic bacteria and investigation of
their ability to degrade fats, oils and grease in grain distillery wastewater. p. 3.
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eliminando asi un 90 % del volumen de residuos grasos y olores desagradables

de la trampas de grasas de empresas procesadoras de cerdos y aves®!.

En Guatemala se han realizado diversos estudios de eficiencias en
degradacion de cargas organicas (DBOs) e inorganicas (DQO), y nutrientes, sin
embargo, no se encontraron registros sobre estudios relacionados con

microorganismos degradadores de grasas en aguas residuales.

11 GONZALEZ, Diana, AMAIZ, Luis, MEDINA Luis, et al. Biodegradacion de residuo graso
industrial empleando bacterias endégenas. p. 105.
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ALCANCES Y LIMITACIONES

Por ser primera vez que se realiza un estudio bacteriolégico de
microorganismos degradadores de grasas, seria de mucha ayuda contar con
datos de caracterizacion de grasas y aceites en el afluente y efluente de la PTAR
de la Universidad de San Carlos, sin embargo, no se encontraron estudios que
reflejen datos de ingreso (carga) y eficiencia en el tratamiento de grasas y aceites
de la PTAR de la USAC.

Debido a que el cultivo de baterias lipoliticas no se realiza en Guatemala,
las pruebas de identificacion disponibles en el mercado se encuentran disefiadas
principalmente para muestras clinicas, por lo que la identificacion de bacterias
se encuentra limitada a las bases de datos de las pruebas utilizadas; por lo
anterior, existe un gran nimero de bacterias ambientales que no aparecen en
las tablas de identificacion, adicionalmente, existe una poca disponibilidad de
reactivos y medios de cultivo a nivel local, lo que implica tiempo prolongado de

importacion (>3 meses) de medios de cultivo y reactivos a precios elevados.
Los drenajes de la Universidad de San Carlos de Guatemala son en su

mayoria drenajes combinados, con lo cual en época lluviosa se produce una

dilucion y arrastre de la microbiota de la PTAR.
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INTRODUCCION

Los lipidos (representados mayoritariamente por aceites, grasas y acidos
grasos de cadena larga) son componentes organicos importantes en aguas
residuales que significan un gran problema en el tratamiento y como
contaminantes de los ecosistemas acuaticos. La demanda global en el consumo
de aceite vegetal se incremento rapidamente (3.5 %) entre los afios 1980 y 2000;
lo que ha sido relacionado también con la contaminacion ambiental debido a su
descarga indiscriminada al medio ambiente, sin un tratamiento previo, por
encima de los limites permitidos. Los principales constituyentes de los lipidos
(aceites y grasas) residuales son los aceites vegetales y las grasas animales
usados en restaurantes y procesos industriales; que se componen de triglicéridos

y &cidos grasos libres??.

Los microorganismos juegan un papel importante para purificar efluentes
eliminando aceites de efluentes contaminados. Los factores importantes en la
degradacion de sustancias organicas por microorganismos son la produccién de
varios tipos de enzimas y el rapido crecimiento de microorganismos. Varios
microorganismos tienen la capacidad de producir la enzima lipasa extracelular

que hidroliza los triglicéridos en acidos grasos y glicerol'3.

Por lo anteriormente mencionado, existe un potencial en la utilizacién de

cepas bacterianas aisladas localmente, en este caso de la PTAR de la

12 HUANE, Lourdes., RIVERA, Ronie. Evaluacion de la adicion de un indculo para estimular a
escala de laboratorio la biodegradacion de efluentes grasos. p. 3.

13 MAHAJAN, Deeksha., KARNWAL, Arun. Removal of vegetable oil from contaminated industrial
effluents by bacteria. p. 257.
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Universidad de San Carlos de Guatemala, para desarrollar un producto a base
de bacterias que posteriormente puedan utilizarse como biotratamiento de aguas

residuales, especificamente en la degradacion de grasas y aceites.
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1. MARCO TEORICO

Los microorganismos estan presentes en cualquier lugar de la Tierra
propicio para mantener la vida. Esto incluye habitats con los que estamos
familiarizados —el suelo, el agua, los animales y las plantas— asi como

practicamente cualquier estructura fabricada por los seres humanos'4.

Los microorganismos producen enzimas, moléculas cuya funcion biolégica
es dirigir reacciones quimicas especificas. Un grupo de estas enzimas son las
hidrolasas, llamadas asi debido a que hidrolizan grandes moléculas hacia
componentes mas pequefios. En este grupo se encuentran incluidas las lipasas.
Existen microorganismos capaces producir lipasas y por lo tanto capaces de

degradar grasas por medio de estas enzimas lipoliticas.

La degradacién hidrolitica (hidrolisis) de las grasas ocurre a través de la
accion de enzimas que destruyen las grasas o lipasas. Los lipidos simples se

degradan (Figura 1) a glicerol y acidos grasos'®.

Las enzimas lipoliticas son biocatalizadores que llevan a cabo reacciones
de sintesis, hidrdlisis o intercambios de grupos en sustancias oleosas. Las
enzimas lipoliticas presentes en la naturaleza han sido utilizadas en la produccién
de alimentos durante millones de afos, pero en las ultimas décadas han adquirido
una mayor importancia; debido a la multitud de aplicaciones tecnolégicas en las

gue son capaces de actuar y a las ventajas que presentan frente a los

14 MADIGAN, Michael., et al. Brock. Biologia de los Microorganismos. p. 8.
15 VOLK, Wesley A. Microbiologia Basica. 7a. edicion. p. 81.
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catalizadores convencionales no biolégicos. Una de las principales fuentes de
estos biocatalizadores son las bacterias, ya que son féciles y rapidas de cultivar,
entre otras ventajas, y gracias a las técnicas de biologia molecular pueden

obtenerse en grandes cantidades?®.

Figura 1. Hidrdlisis de un acido graso (tributirina)

H Haz ||'I H
H— I—{}’f-f‘c’ Cen OH + HO—C. C‘f.
O HEHE : 0 HJHECHS
—o-r$~eC . L A . HO—C.
H e—{}”é E;'H;‘GH;, +*Ha0 OH + HO @Ef,;c”ﬂ
~C .
H—ﬁ—{}"g G 0Hy OH HO—E\E,DHGHS
2
Tributyrin Glycerol 3 molecules of
butyric acid

Fuente: CASE, Christine L. Bioremediation of Fats and Oils

https://accounts.smccd.edu/case/envmic/oil.html. Consulta: 24 de agosto de 2016.

Se puede decir, de forma genérica, que las enzimas lipoliticas se dividen
en dos grandes grupos: las lipasas (EC3.1.1.3) y las esterasas o0
carboxilesterasas (EC 3.1.1.1)".

Las lipasas son especificas para acilgliceroles con acidos grasos de
cadena larga (>10 atomos de carbono), siendo la trioleina su sustrato de

referencia; mientras que las esterasas actlan especificamente sobre

16 NAVARRO-GONZALEZ, Inmaculada., et al. Enzimas lipoliticas bacterianas: propiedades,
clasificacion, estructura, aplicaciones tecnoldgicas y aspectos legales. p. 45.
17 1bid. p. 47.
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acilgliceroles de cadena corta (<10 atomos de carbono), y otros esteres simples,
siendo la tributirina su sustrato estandar®.

De acuerdo con la definicién de la Comision de Enzimas de la IUPAC las
lipasas son triacilglicerol éster hidrolasas (Figura 2), es decir, enzimas que

catalizan de forma natural la hidrélisis de triacilglicéridos*®.

Tabla 1. Diferencias generales entre lipasas y esterasas

Propiedad Lipasa Esterasa
Sustratos Triglicéridos Esteres simples
Activacion interfacial Si No
Sustrato hidrofodbico Alta Alta o baja
Enantioselectividad Generalmente alta Alta o baja
Estabilidad en disolventes |Alta Alta o baja

Fuente: NAVARRO-GONZALEZ, I. Enzimas lipoliticas bacterianas: propiedades, clasificacion,
estructura, aplicaciones tecnoldgicas y aspectos legales.
http://revistas.um.es/analesvet/article/view/188711/155451. Consulta: 12 de mayo de 2016

Como corresponde a su funcioén bioldgica las lipasas catalizan de forma
natural la hidrélisis de ésteres, especialmente triacilglicéridos de cadena larga,
para dar monoacilglicéridos, diacilglicéridos, acidos grasos libres y glicerol. Sin
embargo, son también capaces de catalizar la reaccién inversa, es decir
esterificacién y transesterificacion, en ambientes microacuosos. El equilibrio
entre la reaccion directa (hidrolisis) y la inversa (sintesis) esta determinado por

la actividad del agua en el medio de reaccion.

18 NAVARRO-GONZALEZ, Inmaculada., et al. Enzimas lipoliticas bacterianas: propiedades,
clasificacion, estructura, aplicaciones tecnoldgicas y aspectos legales. p. 47.

19 GARCIA ROMAN, Miguel. Hidrdlisis enzimatica de triglicéridos en emulsiones o/w aplicacion
a formulaciones detergentes. p. 15.



Figura 2. Hidrdlisis de triglicéridos catalizada por lipasa

O
O Il
CH,—0—C—R R—C—0OH GH,-OH
i LIPASA ?
CH—O—C—R' + 3H20 R'—C—OH + CH—OH
(") 0
I -

Fuente: Funcion e importancia de lipasa. http://bloggminerva.blogspot.com/2013/04/funcion-e-

importancia-de-lipasa.html. Consulta 24 de agosto de 2016

1.1. Tributirina

La tributirina es un triglicérido compuesto de acido butirico y glicerol. Entre
otras cosas, es usado como un ingrediente para fabricar margarina. Se lo
encuentra en la manteca y puede ser descrito como una grasa liquida de sabor
amargo y olor similar a la mantequilla rancia. Su férmula molecular es
(CH3CH2CH2COOCH2)2CHOCOCH2CH2CHs y posee un peso molecular de
302.36 g/mol. Latributirina es la mas simple de las grasasy, por lo tanto, cuando
es metabolizada, la lipdlisis puede ser facilmente detectada por la formacion de
una zona clara alrededor de la colonia en un agar turbio debido a la emulsién de

grasa®°.

20 HENDRICKS, Ashley. Isolation and Characterization of Lipolytic Bacteria and Investigation of
their Ability to Degrade Fats, Oils and Grease in Grain Distillery Wastewater. p.59.
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Nombre IUPAC:

1,3-Di(butanoyloxy)propan-2-yl butanoate.

Sinonimos: 1,2,3-Tributirilglicerol, Glicerol tributirato, Gliceril tributirato.

Figura 3. Molécula de tributirina

HSC/\)\O/\K\OJ\/\CH
HSCWO

O

3

Fuente: Product Comparison Guide.
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/tributyrin302366001511?lang=en&region=GT.
Consulta 24 de agosto de 2016

1.2. Agar tributirina

Es el medio de cultivo base que se suplementa con tributirina y que se
utiiza para la deteccion de microorganismos lipoliticos tales como
Staphylococcus, Clostridium, Flavobacterium, Pseudomonas y otros, en
diferentes sustratos. La composicion tipica del agar tributirina es: peptona de
carne 2.5 g/L, peptona de caseina 2.5 g/L, extracto de levadura 3.0 g/L, agar-
agar 12.0 g/L y tributirina 10mL/L, con ligeras variaciones de acuerdo a las casas
comerciales que lo producen. La digestion péptica del tejido animal y el extracto
de levadura proporcionan nutrientes a los organismos. La degradacion de la

tributirina por los microorganismos esté indicada por zonas claras que rodean las


https://es.wikipedia.org/wiki/Uni%C3%B3n_Internacional_de_Qu%C3%ADmica_Pura_y_Aplicada
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/tributyrin302366001511?lang=en&region=GT

colonias lipoliticas en el medio de cultivo turbio (Apéndice 1). El medio debe tener

una emulsiéon uniformemente turbia para la eficacia del medio de cultivo?!.

1.3. Pruebas de diferenciacion

Para la caracterizacion de bacterias, generalmente se realizan pruebas de
diferenciacion, entre ellas: coloracion de Gram, prueba de oxidasa, prueba de la
catalasa, prueba de oxidacion/fermentacion, prueba de movilidad y

posteriormente pruebas de confirmacion.

1.3.1. Coloracién de Gram

La tincion de Gram o coloracion de Gram es un tipo de tincion diferencial
empleado en bacteriologia para la visualizacion de bacterias, normalmente se
usa como primer paso para la caracterizacién de bacterias recién aisladas. Debe
su nombre al bacteriélogo danés Christian Gram (1853-1938), que desarrollo la
técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular
bacteriana, como para poder realizar una primera aproximacién a la
diferenciacion bacteriana. Una vez tefidas, las bacterias Gram positivo se

muestran de color morado, y las Gram negativo de color rosa??.
1.3.2. Oxidasa
La prueba de la oxidasa se basa en la produccién bacteriana de la enzima

intracelular (oxidasa). Esta reaccion se debe a que el sistema de citocromo

oxidasa activa la oxidacion del citocromo reducido por medio de oxigeno

21 MERCK. Merck Microbiology Manual 12th Edition. p. 470. / Sigma-Aldrich. Tributyrin Agar.
Product information.
22 MADIGAN, Michael., et al. Brock. Biologia de los Microorganismos. p. 29.
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molecular. Las bacterias aerObicas obtienen su energia a través de la
respiracion, proceso responsable de la oxidacion de varios sustratos. La oxidasa
cataliza la remocion del hidrégeno de un sustrato utilizando Unicamente oxigeno

como aceptor de hidrégeno.

El sistema de citocromo se encuentra presente en organismos aerébicos,
permitiendo que se utilice el oxigeno como ultimo aceptor de electrones,
reduciendo el oxigeno molecular a peréxido de hidrogeno (el dltimo paso de la

cadena respiratoria)?3.

1.3.3. Catalasa

La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias
y anaerobias facultativas que contienen citocromo; la excepcion principal son las
bacterias del género Streptococcus. Por lo general, los organismos que no
poseen el sistema citocromo carecen también de la enzima catalasa y por lo
tanto no pueden descomponer el peroxido de hidrogeno; Ila mayoria de las
bacterias anaerobias poseen la enzima peroxidasa en lugar de la catalasa. La
catalasa es una hemoproteina; el grupo prostético esta formado por cuatro
atomos de hierro trivalente por molécula que retiene su estado oxidado durante

la actividad enzimética.

El peroxido de hidrégeno se forma como un producto terminal oxidativo
de la descomposicion aerbbica de los azucares; si se deja acumular, es toxico
para las bacterias y provoca su muerte. La catalasa descompone el peréxido de

hidrégeno y oxida los sustratos secundarios?*.

23 BRAN, Maria del Carmen y colaboradores. Manual de pruebas de laboratorio para la
identificacion de bacterias. p. 284.
24 |bid. p. 66.



1.3.4. Oxidacion Fermentacion (OF)

Los microorganismos sacaroliticos pueden degradar la glucosa por via
fermentativa, oxidativa o ambas. Los productos de la fermentacion son &cidos
mixtos relativamente fuertes, y faciles de detectar; los productos de la oxidacion
son acidos débiles y necesitan un medio para su deteccibn mas sensible: el
medio Hugh-Leifson. La produccion de &cido se detecta en el medio por la
aparicion de color amarillo; cuando el microorganismo es oxidativo el viraje del

color se observa primero en la superficie del medio.

Esta prueba permite determinar el tipo de metabolismo (oxidativo o
fermentativo) sobre un hidrato de carbono, incorporados a un medio de cultivo
gue puede contener un indicador de pH (generalmente se usan indicadores que
viran a amarillo en medio acido), produciendo acido y gas en condiciones

aerobias, anaerobias o en ambas?®.

1.3.5. Movilidad

Se utiliza para determinar si un microorganismo es movil o inmovil. La
bacteria es movil cuando tiene flagelo. Principalmente son los bacilos los que
poseen flagelos, pero hay algunas formas cocoides que son moviles. Las
bacterias moviles posen un flagelo o varios flagelos, y la localizacién varia segun
la especie bacteriana y el medio de cultivo. Ocasionalmente, bacterias méviles
producen variantes no moviles que parecen estables y en raras ocasion se

revierten a su forma moévil. Los organismos no moviles carecen de flagelos?®.

25 BRAN, Maria del Carmen y colaboradores. Manual de pruebas de laboratorio para la
identificacién de bacterias. p. 269.
26 |bid. p. 258.



1.3.6. Crecimiento en agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio de cultivo selectivo y diferencial, posee
entre sus componentes sales biliares y cristal violeta que inhiben el crecimiento
de microorganismos Gram positivo. Adicionalmente, este medio de cultivo tiene
lactosa y rojo neutro como indicador de pH lo que facilita la diferenciacion de
microorganismos lactosa positivo que producen colonias color rojo rodeadas por
una zona turbia debido a la precipitacion de sales biliares como consecuencia

del descenso del pH. Las colonias lactosa negativo son incoloras?’.

1.4. Descripcion del area de estudio

1.4.1. Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (PTAR USAC)

La PTAR USAC fue disefiada por el Ing. Arturo Pazos en el afio de 1989,
como un sistema de tratamiento bioldgico de un filtro percolador de tres etapas
en serie, con una capacidad para 50,000 estudiantes. Fue construida por la
Compalfiia Constructora de Obras Civiles (COCISA) en 1990.

El sitio seleccionado para su construccion es un terreno de topografia
irregular, que permite aprovechar la fuerza de gravedad como mecanismo para

el movimiento del agua residual en las unidades del proceso??.

27 BRAN, Maria del Carmen y colaboradores. Manual de pruebas de laboratorio para la
identificacion de bacterias. p. 102.

28 RAMIREZ SANCHEZ, Oscar Luis. Investigacion de la eficiencia de las etapas en serie del filtro
percolador de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos. p.
26.



La PTAR USAC esté constituida por las siguientes unidades: canal de
rejas, desarenador, sedimentador primario, filtros percoladores, sedimentador
secundario, del sedimentador secundario el agua tratada se descarga hacia el
cuerpo receptor y los lodos son dirigidos a un digestor de lodos y de este los
lodos son trasladados a un patio de secado. En la figura 4 se puede observar la

distribucién de las unidades de la PTAR.

El disefio de los filtros percoladores esta construido en tres etapas
dispuestas en serie. Cada una de las etapas posee las mismas dimensiones

constructivas y utilizan piedra volcanica como medio filtrante.

La eficiencia en la remocion de la materia organica, medida como la demanda
bioquimica de oxigeno, DBOs del sedimentador primario alcanza en promedio un
63.09 % vy el filtro percolador un 32.62 %. Al considerar solamente al filtro
percolador, la etapa | alcanza una eficiencia promedio del 71.71 %, la etapa Il del
25.08 % y etapa Il del 3.97 %?°.

La eficiencia promedio de remocion de materia organica es de 79.8 % de

DBOs y la eficiencia promedio de remocion de DQO es de 71.82 %50,

29 RAMIREZ SANCHEZ, Oscar Luis. Investigacion de la eficiencia de las etapas en serie del filtro
percolador de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos. p.
Xl.

%0 PIERRI PALMA, lleana Felicia. Eficiencia en la remocién de nitrégeno y fésforo en los filtros
percoladores de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. p. VII.
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Figura 4. Esquemade la PTAR USAC
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Fuente: PIERRI, lleana, Eficiencia en la remocion de nitrégeno y fosforo en los filtros
percoladores de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la Universidad de San
Carlos de Guatemala. p. 13.
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1.4.2. Localizacion

La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales se encuentra en la Ciudad

Universitaria, Campus Central zona 12 de la ciudad de Guatemala.

Al norte, este y sur colinda con los predios de la Ciudad Universitaria y al
oeste, con la colonia El Carmen y una quebrada de por medio, que se origina a

inmediaciones de la Ciudad Universitaria3!.

La entrada se ubica después de la Unidad de EPS y la Granja de
Veterinaria. El trayecto se encuentra sefializado hasta la planta de tratamiento
como se muestra en la figura 5. EI camino esta debidamente cercado y solo

puede ingresar personal autorizado?.

Las coordenadas geograficas de la planta de tratamiento son las siguientes:

Latitud: 14° 34’ 43" N,
Longitud: 90° 33’ 34.8" O
Altitud: 1456 msnm.

31 RAMIREZ SANCHEZ, Oscar Luis. Investigacion de la eficiencia de las etapas en serie del filtro
percolador de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos. p.
27.

32 PIERRI PALMA, lleana Felicia. Eficiencia en la remocion de nitrégeno y fosforo en los filtros
percoladores de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos de
Guatemala. p. 11.
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Figura 5. Ubicacion de la PTAR USAC
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Fuente: PIERRI, lleana. Eficiencia en la remocion de nitrégeno y fésforo en los filtros
percoladores de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. p. 12. Modificado S Lickes.
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2. METODOLOGIA

2.1. Puntos de muestreo

Se seleccionaron cinco puntos de muestreo en la Planta de Tratamiento

de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

A continuacion, en la tabla Il se listan los puntos de muestreo con la

numeracion asignada y la descripcion del punto de muestreo

Tabla ll. Puntos de muestreo

No. Descripcién
1 Salida de sedimentador primario
2 Salida de filtro percolador etapa |
3 Salida de filtro percolador etapa |l
4 Salida de filtro percolador etapa lli
5 Salida de sedimentador secundario

Fuente: elaboracion propia.

En la figura 6 se muestra un diagrama de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala y se

encuentran sefialados los puntos de muestreo.
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Figura 6. Puntos de muestreo
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Fuente: Elaboracion propia, basada en el diagrama de PIERRI, lleana. Eficiencia en la
remocion de nitrégeno y fésforo en los filtros percoladores de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala. p. 13.
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Los puntos de muestreo fueron definidos en la salida de cada una de las
unidades de la PTAR, excepto el canal de rejas y desarenador, es decir, en la
salida del sedimentador primario (apéndice 2), en la salida de cada una de las
tres etapas de los filtros percoladores (apéndice 3) y en la salida del
sedimentador secundario (apéndice 4) para un total de cinco puntos de

muestreo.

2.2. Tipo de muestra
Se tomd una muestra simple en cada uno de los puntos de muestreo, la

muestra se tomo en un recipiente de vidrio esterilizado y se captaron 500 mL de

agua residual (apéndice 5).

2.3. Disefio y método estadistico

El disefio estadistico se desarrolld con el apoyo del Departamento de

Bioestadistica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

2.3.1. NiUmero de muestras y frecuencia del muestreo
En consulta verbal con el Licenciado Jorge Luis de Ledn del Departamento
de Bioestadistica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia se definié una

cantidad minima de 20 ensayos para que sea representativo estadisticamente.

Se tomaron 15 muestras de agua en 5 puntos diferentes de la PTAR
USAC distribuidos en tres fechas de muestreo.
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Estas muestras se sembraron por duplicado por lo que el total de ensayos
es de 30.

Se considera que 30 es un numero estadisticamente representativo para
la determinacion de los parametros analizados ya que el estudio es de caracter

descriptivo.

Las muestras fueron captadas durante los meses de julio, agosto y

septiembre de 2016.

2.4. Criterio de actividad lipolitica

Se consideraron como microorganismos con actividad lipolitica los que
producen un halo de degradacion alrededor de las colonias en agar nutritivo
adicionado con tributirina después de incubacién en condiciones aerdbicas por
24 a 48 horas.

2.5. Procedimientos de aislamiento y resiembra

Se realizaron diluciones seriadas (Apéndice 6) en agua peptonada al 0.1
% hasta obtener una dilucién 10 De las diluciones se siembra por vertido en
agar nutritivo + tributirina y se incuban a 37°C en condiciones aerobicas por 24
a 48 horas. (Apéndice 7).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se inspeccionan las cajas
de Petri con los cultivos. Se seleccionan las cajas que contengan colonias con
halos claros de lipdlisis y se marcan en las placas para su aislamiento. (Apéndice
8).

El aislamiento se realiza por medio de un asa en punta con la cual se pican

las colonias identificadas y se trasladan a placas de agar nutritivo + tributirina
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para la confirmacion de lipdlisis y la obtencion de cultivos puros y se procede a
incubar 48 horas. Con la confirmacion del crecimiento y de la actividad lipolitica,

se procede a sembrar en agar Stock para su conservacion y pruebas posteriores.

2.6. Caracterizacién

Se obtiene un cultivo fresco a partir del agar de conservacion y se procede
a realizar tincion de Gram y pruebas de orientacion (orientation test) para
determinar la bateria de pruebas bioquimicas o galerias API® que se utilizaran.
Las pruebas de orientacion se realizan de acuerdo a los diagramas de flujo que
se observan en los anexos 1y 2. Una vez establecido el tipo de galeria que se
utilizard se procede a inocular la galeria seleccionada de acuerdo al grupo de
microorganismo: API® 20 E para enterobacterias API® 20 NE para no
enterobacterias, ambas para bacilos Gram negativo y API® 50 CHB para bacilos
Gram positivo esporoformadores catalasa positivo pertenecientes al Género
Bacillus. En el anexo 3 se observa una imagen de una galeria API® 20 E utilizada

para bacterias del grupo de las enterobacterias.

Las galerias se incuban por 24 a 48 horas a 30°C o a 37°C de acuerdo al
tipo de galeria; todas en condiciones aerébicas. Los resultados se registran en
una boleta especialmente disefiada para cada tipo de galeria como se muestra

en el anexo 4.

Para la identificacion se utiliza la herramienta informatica APIWeb™, que
es un programa disefiado por BioMérieux disponible a través de un disco de
instalacion con el cual se provee acceso a una base de datos para la

identificacion de los microorganismos.
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3. RESULTADOS

En total se aislaron 35 cepas con actividad lipolitica, de las cuales fue

posible identificar 20, que corresponde a un cincuenta y siete por ciento (57 %)

del total. En latabla lll se observa el listado de las cepas identificadas, asi como

el sitio del cual se aislé (origen). A cada cepa con actividad lipolitica aislada se

le asign6 un codigo.

Tabla lll. Listado de cepas aisladas y cdédigo de cepa asignado

3 ) Codigo de e o
Correlativo Origen Identificacion
cepa
1 1.1 Acinetobacter junii/johnsonii
2 . . . 1.2 NI
3 Sedimentador primario i3 N
4 1.4 Serratia marcescens
5 2.1 Pasteurella spp.
6 . 2.2 Comamonas testosteroni/ Pseudomonas alcaligenes
Filtro percolador fase | .
7 2.3 Pseudomonas aeruginosa
8 2.4 Comamonas testosteronii/ Pseudomonas alcaligenes
9 3.1 NI
10 Filtro percolador fase Il 3.2 Aeromonas sobria
11 3.3 Pseudomonas putida
12 4.1 NI
13 Filtro percolador Il 4.2 Bacillus subtillis/amyloliquefaciens
14 4.3 NI
15 Sedimentador secundario 5.1 Aeromonas hydrophila/caviae
16 5.2 Pasteurella spp.
17 . . . 6.7 Comamonas testosteroni/ Pseudomonas alcaligenes
Sedimentador primario
18 6.8 NI
19 7.2 Pasteurella aerogenes
20 Filtro percolador fase | 7.4 NI
21 7.5 Pseudomonas fluorescens
22 . 8.4 NI
53 Filtro percolador fase Il & N
24 9.2 Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
2> Filtro percolador fase Il 2.4 NI
26 9.5 NI
27 9.6 NI
28 11.2 NI
29 Sedimentador primario 11.3 NI
30 11.5 Aeromonas hydrophila/caviae/sobria2
31 . 12.1 Acinetobacter junii/johnsonii
32 Filtro percolador fase | 12.3 Bacillus coagulans
33 Filtro percolador fase II 13.1 Pseudomonas fluorescens
34 13.3 NI
35 Filtro percolador fase Ill 14.3 Chromobacterium violaceum

*NI = No identificada

Fuente: elaboracion propia.
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En las tablas IV a VI se muestran los resultados individuales de cada cepa
por tipo de galeria utilizada. Quince cepas de 20 (75 %) fueron identificadas con
la galeria API® 20 NE; 3 cepas (15 %) fueron identificadas con la galeria API® 20
E y 2 cepas (10 %) fueron identificadas con la galeria API® 50 CHB.

En la tabla IV se muestran los resultados de la galeria API® 20 NE. Con
esta galeria se identificaron 20 cepas del grupo de las no enterobacterias. En la
tabla se describen los coédigos asignados a cada cepa y los resultados
individuales de cada uno de los pozos de la galeria, asi como el sustrato
contenido en cada pozo. Los pozos con resultado positivo (+) se observan por
un cambio en el color después del periodo de incubacion e indican que la cepa

es capaz de utilizar el sustrato utilizado en el pozo.

Estas galerias cuentan con una serie de veinte pozos con igual cantidad
de sustratos (un sustrato en cada pozo). Con la utilizacion de la combinacién de
resultados para cada cepa y utilizando la base de datos de API es posible

identificar la bacteria analizada.
La prueba de citocromo oxidasa (OX) no esta incluida en la galeria y es
necesario realizarla por separado, sin embargo, se utiliza en la interpretacion de

los resultados para la identificacion del microorganismo.

Los resultados detallados de la identificacibn por medio de APIWeb

pueden observarse en los apéndices del 9 al 28.
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Tabla IV. Resultados galeria API® 20 NE

Cod dela n adIwyl=02¢s2l0ZElaskU
i ONKJQMU)UJ2_|12<<<Z<Q-I_<X Y
- Origen 22Fpqotlodaless|Ss6de3ua0 Identificacion
11 Sedimentadorprimario |- - - -|- - -|- - - to- ot - |Acinetobacter junii/johnsonii
21 Filtropercoladorfasel |+ - -1- - - - - |- - +|Pasteurella spp.
, Comamonas testosteroni/
22 CFiltopercoladorfasel |+ - -|- - -|- - - N Y ,
Pseudomonas alcaligenes
23 Filtropercoladorfasel |- + - -]+ - -|+ - #[- - +|+ - +|+ + +|+ - +|Pseudomonas aeruginosa
. o Comamonas testosteronii/
24 Sedimentadorprimario |+ - -|- - -|- - - N FEE ,
Pseudomonas alcaligenes
32 Filtropercoladorfasell |+ 4+ #{+ - -+ + #[- + +|+ + +[+ - +|+ - +|Aeromonas sobria
33 Filtropercoladorfasell [+ - -+ - <|- - #]- - - + - 4|+ + +|Pseudomonas putida
51  Sedimentadorsecundario [+ 4+ +|+ - 4|+ + +|+ + +|+ + +[+ - +|- - +|Aeromonas hydrophila/cavice
52 Sedimentadorsecundario |+ - .- - - - - - +|Pasteurella spp.
, . Comamonas testosteroni/
6.7  Sedimentadorprimario |+ - -[+ - -]|- - - - ,
Pseudomonas alcaligenes
72 Filtropercoladorfasel [+ 4+ +|- + -|- - #[- 4 -+ - +|- - +|- - -|Pasteurells gerogenes
75  Filtropercoladorfasel |- - - -]+ - -|+ - #[- + +|+ - +|+ - +|+ - +|Pseudomonas fluorescens
121 Filtropercoladorfase! |- - - -|- - -|- - - -1+ - |+ - -|Acinetobacter junii/johnsonii
131  Filtropercoladorfasell |- - - -[+ - -[+ - +|- + +|+ - +|+ - +|+ + +|Pseudomonas fluorescens
143 Filtropercoladorfase Il |+ - +|+ - -|+ - #[- - -|+ - +[+ - +|+ - +|Chromobacterium violaceum
NO, Reduccion de nitratos en nitritos MNE Asimilacién de manosa
N, Reduccion de nitratos en nitrogeno MAN  Asimilacion de manitol
TRP  Formacién de indol (triptofano) NAG Asimilacion de N-acetil-glucosamina
GLU Fermentacion de glucosa MAL Asimilacion de maltosa
ADH  Arginina dihidrolasa GNT Asimilacion de gluconato potasico
URE Ureasa CAP  Asimilacion de acido caprico
ESC Hidrdlisis (B-glucosidasa) de esculina ADI  Asimilacion de acido adipico
GEL Hidrdlisis (proteasa) de gelatina MLT  Asimilacion de acido malico
PNG [B-galactosidasa (para nitro-fenil-pD-galactopiranosidasa) CIT Asimilacidn de citrato trisddico
GLU  Asimilacion de glucosa PAC Asimilacion de acido fenilacético
ARA  Asimilacion de arabinosa OX Citocromo oxidasa

Fuente: elaboracion propia.
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En la tabla V se muestran los resultados obtenidos con la galeria API® 20
E, esta galeria se utiliza para bacterias del grupo de las enterobacterias, con esta
galeria se identificaron 3 cepas: Serratia marcescens, Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus y Aeromonas hydrophila/caviae/sobria2. En la tabla se
muestran los resultados de cada uno de los pozos de la galeria y se indica el
sustrato de cada contenido en cada pozo.

Tabla V. Resultados galeria API® 20 E

Cod. de . o
Origen o 1, ; N B Identificacién
cepa R L R T R L R R
0<J00zI|5FZ2[>00|22n|wsS|<<0|zz23[300
14 Sedimentadorprimario [+ - +|+ + o[+ttt -4 + 4|+ Serratia marcescens
92 Filtropercoladorfaselll |- - -|- + -[- - -[- - #[- - -|- - +|- + -|- + -|+ - - |Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
115 Sedimentadorprimario |+ - -|- + -|- - #{- + +[+ - -|[- + -[+ - +[+ - +[+ + +|Aeromonas hydrophila [caviae [sobria2
ONPG p-galactosidasa (Ortonitrofenil-B-galctopiranosidasa) VP Produccion de acetoina (Voges Proskauer)  AMY Fermentacidn-oxidacion de amigdalina
ADH Arginina dihidrolasa GEL Gelatinasa ARA Fermentacion-oxidacion de L-arabinosa
LDC Lisina decarboxilasa GLU Fermentacion-oxidacion de glucosa OX Oxidasa
ODC Ornitina decarboxilasa MAN Fermentacidn-oxidacion de D-manitol NO, Reduccidn de nitratos en nitritos
CIT Utilizacion de citrato INO Fermentacidn-oxidacion de inositol N, Reduccion de nitratos en nitrégeno
H,S Produccion de H,S SOR Fermentacion-oxidacion de sorbitol MOB Movilidad
URE Ureasa RHA Fermentacion-oxidacion de L-ramnosa McC Crecimiento en agar MacConkey
TDA Tyriptéfano desaminasa SAC Fermentacion-oxidacion de D-sacarosa OF-O Oxidacion de glucosa
IND Produccidn de indol MEL Fermentacidn-oxidacion D-melobiosa OF-F Fermentacidn de glucosa

Fuente: elaboracion propia.

En la tabla VI se muestran los resultados obtenidos con las galerias API®
50 CHB, esta galeria fue disefiada para la identificacion de bacilos Gram positivo
del género Bacillus Esta galeria cuenta con 50 pozos (49 sustratos) con los
cuales se realiza la identificacion bioquimica de los microorganismos.
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Tabla VI. Resultados galeria API® 50 CHB

Cod. de la cepa: 4.2 Cod. de la cepa: 12.3
Origen: Filtro percolador IlI Origen: Filtro percolador |
No. pozo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 No. pozo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
§ [~ - o x § § o = o x
Sustrato > |z : o =|lala Sustrato > |z o |XZ (S| a]| 8
o |3 |E|Z|S|2|8|5(8|8 o|B|E|S|5[2(X]|5[8|S
Resultado - + - - + + - - Resultado - - - - - + + - + -
No. pozo 10 | 11 12 13 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19 No. pozo 10 | 11 12 13 14 | 15| 16 | 17 | 18 | 19
w 2 — w — = I~
Sustrato I|2(2|2|8|f|2|2/2|8 Sustrato 2|32 |2|z|lul(f|3|2|=
G|lo|E|S|8[2|a|2]|sS]8 G|lo|E|S|8[2|a|2]|sS]8
Resultado - + + - - - - + + + Resultado + + + + - + - - + +
No. pozo 20| 21 | 22 | 23 [ 24| 25| 26| 27| 28 | 29 No. pozo 20 | 21 | 22 | 23 [ 24| 25| 26| 27 | 28 | 29
S| o > - S| o > -
Sustrato s3|a|2|s|g|lg|l2|a|Z|y Sustrato 5|la|lg|s|2|lg|l2|la|Z|y
S| S|lz|z|<|B|F|S|= S([S[z|3|<|8|F[&|=]|3
Resultado - - - - + + + + + - Resultado - + + + + + + + + -
No. pozo 30| 31| 32|33 (343536 37]38] 3 No. pozo 30 (313233343536 37]38] 3
o o _ a o
Sustrato g |lQ|lw|2 s|(=5|=1|8 Sustrato g|le|lw|2 s| 5| =18
s|S|eE|z2|S5[E|2||=R2|6 sS|S|E|l2|S[2|= | |R|6
Resultado - + + - - - - - - - Resultado - - + - - + - - + +
No. pozo 40 | 41 | 42 | 43| 44| 45| 46 | 47 | 48 | 49 No. pozo 40 | 41 | 42 | 43| 44| 45| 46 | 47 | 48 | 49
Qluo | 2| = Qlo | 2| 2| k-
Sustrato sl x<x|loe|2|2|Z|le(E|g|g Sustrato | x|9(2|2|2|=2|E|g|¢
2|5 |E2|&8[5|8|S|G6[& |3 2| 5| E2|&8[5|8|S|6[&|&
Resultado - - - - - - - - - - Resultado - - - - - + - + - -
Identificacion: Bacillus subtillis/amyloliquefaciens Identificaciér Identificacion:  Bacillus coagulans
Pozo Sustrato Pozo sustrato Pozo sustrato
0 TESTIGO - 20 MDM  Metil-aD-Manopiranosida 40 TUR D-TURanosa
1 GLY GLlcerol 21 MDG Metil-aD-Glucopiranosida 41 LYX D-LIXosa
2 ERY ERltritol 22 NAG N-AcetilGlucosamina 42 TAG D-TAGatosa
3 DARA D-ARAbinosa 23 AMY AMigdalina 43 DFUC D-FUCosa
4 LARA L-ARAbinosa 24 ARB ARButina 44 LFUC L-FUCosa
5 RB D-RiBosa 25 ESC  ESCulina citrato férrico 45 DARL D-ARabitol
6 DXYL D-XlLosa 26 SAL SALicina 46 LARL L-ARabitol
7 LXYL L-XILosa 27 CEL  D-CElLobiosa 47 GNT  Gluconato potésico
8 ADO D-ADOnitol 28 MAL D-MALtosa 48 2KG  2-CetoGluconato potasico
9 MDX Metill- 3D-Xilopiranosida 29 LAC D-LACtosa (origen bovino) 49 5KG 5-CetoGluconato potéasico
10 GAL D-GAlLactosa 30 MEL D-MELibiosa
11 GLU D-GLUcosa 31 SAC D-SACarosa
12 FRU D-FRUctosa 32 TRE D-TREhalosa
13 MNE D-Mamnosa 33 INU  INUlina
14 SBE L-Sorbosa 34 MLZ D-MelLeZitosa
15 RHA L-RHAmMnosa 35 RAF D-RAFinosa
16 DUL DULcitol 36 AMD AImiD6n
17 INO INOsitol 37 GLYG GLlc6Geno
18 MAN D-MANitol 38 XLT  XiLiTol
19 SOR D-SORbitol 39 GEN GENtiobiosa

Fuente: elaboracion propia.

De las 35 cepas aisladas, quince (15) no pudieron ser identificadas con
las galerias API® disponibles. A estas cepas se les realizaron pruebas béasicas

como coloracion de Gram (reaccion a la coloracion y morfologia) y catalasa. Las
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15 cepas no identificadas corresponden a Bacilos Gram positivo y se describen
los resultados de la caracterizacion en la tabla VII.

Tabla VII. Listado de cepas no identificadas y sus caracteristicas

Codigo de Morfologia Gram Catalasa Esporas
cepa
1.2 Bacilos + + Si
1.3 Bacilos + + no
3.1 Bacilos cortos con granulos + + no
4.1 Bacilos cortos + + no
4.3 Bacilos cortos + + no
6.8 Bacilos + - no
7.4 Bacilos cortos + + no
8.4 Bacilos + - no
8.5 Bacilos + + no
9.4 Bacilos + - no
9.5 Bacilos + - no
9.6 Bacilos + + no
11.2 Bacilos + + no
11.3 Bacilos + + no
13.3 Bacilos + - no

Fuente: Elaboracion propia.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

Es importante mencionar que en las pruebas API®, en el caso en que los
resultados se expresan como especie a/especie b, es necesario realizar pruebas
adicionales para establecer claramente si la especie aislada es la a o la b.
Adicionalmente, en los resultados también se expresa un porcentaje de
identificacion (% ID), y una observacion al realizar la identificacion. Para que
una prueba pueda considerarse confiable se debe obtener una observacién
como: “buena identificacion”, “muy buena identificacion” o “excelente
identificacion”, las tres relacionadas con porcentajes altos de id. si se obtiene
una observacion como “baja discriminacion” o “perfil inaceptable”, es necesario

realizar pruebas adicionales para confirmar la especie.

Se observa que no hay una variacion significativa en la cantidad de cepas
aisladas por cada uno de los puntos de muestreo, excepto en el sedimentador
secundario del cual Unicamente se aislaron 2 cepas, en comparacion con el resto
de fases en las cuales se aislaron de 7 a 9 cepas por fase, sin embargo, se
observa una tendencia a la disminucién conforme se avanza en las fases del

tratamiento como se muestra en la figura 7.

Esto tiene relacién si se toma en cuenta que las eficiencias reportadas
para las diferentes fases de la PTAR son: sedimentador primario 63.09 % y el
filtro percolador un 32.62 %. Al considerar solamente al filtro percolador, la etapa

| alcanza una eficiencia promedio del 71.71 %, la etapa Il del 25.08 % y etapa Il
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del 3.97 %33. Estos datos de eficiencia son un indicador de una mayor actividad
biologica y por ende una mayor cantidad y diversidad de bacterias en las fases
iniciales que se van reduciendo conforme el agua avanza en las siguientes fases
de la PTAR.

Figura 7. Grafica de cantidad de cepas aisladas por fase de la PTAR

[En
o

Sedimentador Filtro percolador Filtro percolador Filtro percolador Sedimentador
primario fase | fase Il fase Il secundario

CANTIDAD DE CEPAS AISLADAS
ORr NWMOUUON®O

FASE

Fuente: elaboracion propia.

Ordenando las cepas aisladas por fecha de muestreo se puede observar
que de las muestras captadas durante el mes de julio de 2016 se aislaron 11
cepas de bacterias con actividad lipolitica. Tres del sedimentador primario, tres
de la fase | de los filtros percoladores, dos de la fase Il de los filtros percoladores,
una de la fase Ill de los filtros percoladores y dos del sedimentador secundario,
en este muestreo se aislaron bacterias lipoliticas en cada uno de los puntos de

muestreo, en la tabla VIIl se detallan estos resultados.

33 RAMIREZ SANCHEZ, Oscar Luis. Investigacion de la eficiencia de las etapas en serie del filtro
percolador de la planta de tratamiento de aguas residuales de la Universidad de San Carlos. p.
XI.
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Tabla VIIl. Bacterias aisladas en las muestras del mes de julio

c Cod.
Origen Morfologia 8 de Identificacion % ID
cepa
Bacilo - 1.1 Acinetobacter junii/johnsonii 56.4
. . . Bacilo - 1.4 Serratia marcescens 99.5
Sedimentador primario i
. Comamonas testosteroni/
Bacilo - 1.5 . 98.2
Pseudomonas alcaligenes
Bacilo - 2.1 Pasteurella spp. 49.2
Filtro percolador Fase | Bacilo - 2.2 Comamomonas tes'tosterom/ 98.2
Pseudomonas alcaligenes
Bacilo - 2.3 Pseudomonas aeruginosa 99.9
. Bacilo - 3.2 Aeromonas sobria 99.2
Filtro percolador Fase Il . .
Bacilo - 3.3 Pseudomonas putida 76.7
Filtro percolador Il B espor + 4.2  Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 98.9
Sedimentador secundario Bac!lo - 5.1 Aeromonas Hydrophila/caviae 99.9
Bacilo - 5.2 Pasteurella spp. 47.9

Fuente: elaboracion propia.

Las bacterias aisladas, de acuerdo a la identificacion con el sistema API®
de BioMérieux fueron: Acinetobacter junii/johnsonii, Serratia marcescens,
Comamonas testosteroni/Pseudomonas alcaligenes, Pasteurella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sobria, Pseudomonas putida, Bacillus

subtillis/amyloliquefaciens y Aeromonas hydrophila/caviae.

La bacteria Comamonas testosteroni/Pseudomonas alcaligenes se aislo
de la muestra del sedimentador primario y de la muestra de la fase | de los filtros
percoladores y la bacteria Pasteurella spp., se aislé de las muestras que fueron
captadas en la fase | del filtro percolador y en la muestra captada en la salida del
sedimentador secundario, es decir estas dos especies se aislaron en dos puntos

de muestreo diferentes.

De las muestras correspondientes al muestreo del mes de agosto de 2016

se pudieron aislar cuatro cepas de bacterias lipoliticas: Comamonas testosteroni/
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Pseudomonas alcaligenes, Pasteurella aerogenes, Pseudomonas fluorescens y
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. En el caso de la Pasteurella aerogenes
la prueba API no arrojé un porcentaje de identificacion, (%ID), por lo que es
necesario confirmar la identificacion de este microorganismo. En la tabla IX se

detallan los resultados mencionados en el parrafo anterior.

Tabla IX. Bacterias aisladas en las muestras que fueron captadas en el
mes de agosto 2016

c Cod.
Origen Morfologia g de Identificacion % ID
cepa
. . . . Comamomonas testosteroni /
Sedimentador primario Bacilo - 6.7 . 58.5
Pseudomonas alcaligenes
Filtro percolador fase | Bacilo - 7.2 Pasteurella aerogenes
Filtro percolador fase | Bacilo - 7.5 Pseudomonas fluorescens 99.8
. . Acinetobacter
Filtro percolador fase IlI Bacilo - 9.2 99.9

baumannii/calcoaceticus

Fuente: elaboracion propia.

En el apéndice 29 se observan los resultados de la cepa codificada como
9.2 e identificada como Acinetobacter baumannii/calcoaceticus con un ID de 99.9
%. El resultado de la identificacion de esta cepa con el programa APIWeb™

puede observarse en el apéndice 23.

De las muestras captadas en el mes de septiembre 2016 se aislaron 5
cepas de bacterias con actividad lipolitica, 4 Gram negativo: Aeromonas
hydrophila/caviae/sobria2,  Acinetobacter  junii/johnsonii, = Pseudomonas
fluorescens y Chromobacterium violaceum y 1 Gram positivo: Bacillus

coagulans. Esta ultima no arrojo ningun %ID en la prueba API de identificacion.
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Tabla X. Bacterias aisladas en las muestras que fueron captadas en
septiembre de 2016

c Cod.
Origen Morfologia g de Identificacion % 1D

cepa

) . i Aeromonas
Sedimentador primario Bacilo - 11.5 hydrophila/caviae/sobria 2 73.1
Filtro percolador fase | Bacilo - 12.1 Acinetobacter junii/johnsonii 91.3
Filtro percolador fase | Bacilo +  12.3 Bacillus coagulans

Filtro percolador fase |l Bacilo - 13.1 Pseudomonas fluorescens 97.2
Filtro percolador fase IlI Bacilo - 14.1 Chromobacterium violaceum 99.9

Fuente: elaboracion propia.

Los muestreos fueron realizados durante los meses de julio, agosto y
septiembre, en las muestras del mes de julio se aislaron 16 cepas, en las
muestras del mes de agosto 11 cepas y en las muestras del mes de septiembre
8 cepas (figura 18); se observa una disminucion de las cantidades de cepas
aisladas, esto corresponde al régimen de lluvias, siendo en orden ascendente
julio, agosto y septiembre. Debido a que los drenajes de la Universidad de San
Carlos son drenajes combinados, durante la época de lluvias hay un aumento
del caudal y por lo tanto puede darse un efecto de lavado de material biolégico,
lo que se refleja en la menor cantidad de bacterias lipoliticas recuperadas en los
meses de agosto y septiembre, comparados con las recuperadas en el mes de
julio. Aungue en el mes de julio ya esté establecida la época lluviosa, durante
este mes las condiciones son determinadas por una disminucién en intensidad
de las lluvias, fenédmeno climético conocido en nuestro medio como canicula de
julio; que se manifiesta con un periodo de varios dias sin lluvia o con lluvias

disminuidas alrededor de 10 a 20 dias de duracion34.

34 INSIVUMEH. Andlisis meteorolégico del mes de julio de 2016. p. 1.
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CANTIDAD DE CEPAS AISLADAS

18
16
14
12
10

OoON B~ O

Figura 8. Cantidad de cepas aisladas por mes de muestreo

julio

agosto

MES

Fuente: elaboracion propia.
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CONCLUSIONES

Se comprob¢ afirmativamente la hipotesis planteada, se aislaron 35 cepas
con actividad lipolitica de las aguas residuales de la Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de Guatemala (ver

tabla 111) que pueden degradar grasas y aceites.

Se evidencid la actividad lipolitica de bacterias aisladas de las aguas
residuales de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la
Universidad de San Carlos de Guatemala por medio de la observacion de

halos claros de lipdlisis en agar tributirina.

Se identificaron 20 cepas bacterianas con actividad lipolitica, 18 de las
cuales son bacterias Gram negativo y 2 Gram positivo. (Tablas VIII, IX'y
X).

Se gener6é un cepario con las 35 cepas aisladas de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, el cual se encuentra en las instalaciones del Laboratorio
Microbiologico de Referencia (LAMIR), Escuela de Quimica Biologica de
la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.
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RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de caracterizacion para identificar las cepas

gue no pudieron ser identificadas en este estudio.

Efectuar pruebas complementarias a las cepas en las cuales se encontrd

baja discriminacién en la identificacion.

Realizar estudios de aislamiento en efluentes con altas cargas de grasas
y aceites, como efluentes de restaurantes, industrias de aceites y otros.

Ejecutar estudios de clasificacion de las cepas aisladas de menor a

mayor grado de potencia lipolitica.

Identificar combinaciones de cepas con mayor efectividad mediante

estudios de sinergia.
Realizar estudios de eficiencia en efluentes con altas cargas de grasas

y aceites, utilizando las bacterias aisladas en el presente trabajo y

disponibles en el cepario.
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APENDICES

Apéndice 1. Agar tributirina. Se observa halo claro de hidrdlisis en
colonias con actividad lipolitica

J ; ‘;  |
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Fuente: PTAR, USAC.
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Apéndice 3.

Ty

Filtros percoladores de la PTAR, USAC

n - o ¥

S p o

0
v, ha) 2 = P,
s. i il o, B

Fuente: PTAR, USAC.

Apéndice 4. Sedimentador secundario de la PTAR, USAC

A ; \ k Toe

Fuente: PTAR, USAC.
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Apéndice 5. Toma de muestra en recipiente estéril

Fuente: PTAR, USAC.

Apéndice 6. Diagrama de preparacion de diluciones para siembra

Realizar diluciones decimales empleando tubos con 9.0 mi de solucion
Trasladar 10 mL de diluyente
1.0mL 1.0 mL

muestra a Recipiente 1.0mL
con S0 mL ge i
| “ ' '

diluyente
-1 -2 -3
\ 10 l 10 10 l 10%
o TR, i

Depositar por duplicado 1.0 mL de
cada dilucion en cajas de Petri estériles

= e e &

/_ Incubar las cajas en
Homogeneizar la - posicion invertida
muestra con el agar /\ o 2
mediante .2 {/"”—"‘,\j
movimientos = —

rotatorios

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7. Preparacion de diluciones

Fuente: Laboratorio Microbioldgico de Referencia -LAMIR-.

Apéndice 8. Seleccion de cultivos con colonias lipoliticas

Fuente: Laboratorio Microbioldgico de Referencia -LAMIR-.
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Apéndice 9. Resultados APlweb™ de cepa 1.1

API1 20 NE VT.0
Yy =y - - - - - - - - - - - - - +i =+ - = -
NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | MAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

yopiweb

REFERENCIA FECHA
11 0r9-02-2017
COMENTARIO

Sedimentador Primario

BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria AP1 20 NEWTD

Perfil poooos0

Mota ilD.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION !
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Acinetobacter juniifjohnsonii 56.4 0.94

Acinetobacter lwoffii 40.9 0.99

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Acinetobacter haemolyticus 2.3 068 GEL 9% CITa B81%
Pruebas complementarias(s) 42°C

Acinetobacter johnsonii -

Acinetobacter junii +-)

Acinetobacter Iwoffii -

O Cerrar Q Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 10. Resultados APlweb™ de cepa 1.4

API20 EV41

SRR T N I T e I T
OMPG ADH LDC | ODC CIT HS |URE TDA IND | WP GEL GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA OX

1 ry ry 1 1 1 1 ry

© ©—0 0 0 ©

yopiweb

2

4

e 4 O

REFERENCIA FECHA
14 13-10-2016
COMENTARIO

Sedimentador Primario

BUENA IDENTIFICACION

Galeria API20EY41

Perfil 5307721

Hota

Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra
Sermratia marcescens 97.5 0.95

Taxdn siguiente % 1D T Pruebas en contra
Sermratia liquefaciens 2.4 0.7 ARA 9T%

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 11. Resultados APlweb™ de cepa 2.1

+ - - - - - - - - - - - - - - - - + - - +

JJJJEJJL&L‘JEJJIJJL*LEJLJEJ.;*_.
NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MME MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

o0 ©0 o O 0 ©

yapiweb

REFEREMCIA FECHA
21 09-02-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

BAJA DISCRIMINACION

Galeria APl 20 NEVT.O
Perfil 1000044
Hota iID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACIOM !

ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Eik_corrodens

ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ps_pseudoalc.

ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ochrob.anthropi
Taxan significativo % 1D T Pruebas en contra
Pasteurella spp 49.2 0.6 MLTa 13%
Comamonas testosteroni/Pseudomonas 320 0.99

alcaligenes

Methylobacterium mesophilicum 101 0.82 HNO3 21% URE 76%
Brevundimonas diminuta/Oligella urethralis 4.5 0.67 HO3I 1%
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Moraxella lacunata 1.0 0.55 GEL 99% MLTa 9%
Pruebas complementarias(s) MOT XILOSAac Tween 80 COMF?KCEY
Brevundimonas diminuta 100% 2% 2% B5%
Oligella urethralis 0% 2% 2% +
Comamonas testosteroni 100% 2% 98% B5%
Pseudomonas alcaligenes 98% 2% 98% B5%
Pseudomonas pseudoalcaligenes 91% 2% 13% 98%
Methylobacterium mesophilicum + + - -
Ochrobactrum anthropi 98% 98% 2% 98%
Pasteurella multocida 0% NT NT v
CDC group EF-4 (Pasteurella) 0% 2% NT 98%
Eikenella comrodens - NT NT -

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 12. Resultados APlweb™ de cepa 2.2
. - | B
yopiweb

LUCEEUTECC T T ICT

NO; TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
22 13-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

BUENA IDENTIFICACION

Galeria AF120 NEVT.0

Perfil 1000054

Nota ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ps_pseudoalc.

Taxon significativo % ID T Pruebas en contra

Comamonas testosteroni/Pseudomonas 98.2 1.0

alcaligenes

Taxén siguiente % ID T Pruebas en contra

Shewanella putrefaciens group 0.7 0.53 GEL 95% NAGa95%

Pruebas complementarias(s) 42°C Tween 80 FRUCTOSAas

Comamonas testosteroni +(-) 98% -

Pseudomonas alcaligenes - 98% -

Pseudomonas pseudoalcaligenes 98% 13% +(-)
© Cerrar

© Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 13. Resultados APlweb™ de cepa 2.3

_QQPiWEb

API20 NE V7.0

I I I N I N e I I I e I e

PhiEPPIbLD, oy .

JOYDIVI99|VI9I V99 IPII9|I9UIT99|TT.1.
NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
23 13-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 1154575
Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 99.5 1.0
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 0.3 0.53 | MNEa 99% PACa 94%
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 14. Resultados APlweb™ de cepa 2.4

_aniweb

API120 NEVT.0

-+

Ju YU WU WY W Nl .

NO; TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

O—0 -0 @ D o0

REFERENCIA FECHA
24 09-02-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

BUENA IDENTIFICACION

Galeria AF1 20 NEWVT.0
Perfil 1000054
Nota ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ps pseudoalc.
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Comamonas testosteroni/Pseudomonas 98.2 1.0
alcaligenes

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Shewanella putrefaciens group 0.7 0.53 GEL 95% NAGa95%
Pruebas complementarias(s) 42°C Tween 80 FRUCTOSAas
Comamonas testosteroni +(-) 98% -
Pseudomonas alcaligenes - 98% -
Pseudomonas pseudoalcaligenes 98% 13% +(-)

© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 15. Resultados APlweb™ de cepa 3.2

_QQPiWEb

API 20 NE V7.0

I NN I N I I I e eI e

PritrbiErbiEPEIEEDIEPEIEL R

1 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
o OO OV UI U VIO UV IO U I OT o O o....
NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
3.2 13-10-2016
COMENTARIO

Filiro Percolador Fase Il

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 7176755
Nota iID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION !
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Aeromonas sobria 99.2 1.0
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Aeromonas hydrophila/caviae 0.7 0.72 |ESC 89% ARAa80%
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 16. Resultados APlweb™ de cepa 3.3

_aniweb

API20 NEVT.0

+ -‘ - + - - - - + -I - - - - - +‘ - + + 4+ +
J&JJJLJJJLJJJJJLJLJJ*
NO; TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

O—0 —©° o 0O—0 -0

REFERENCIA FECHA
33 13-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase Il

IDENTIFICACION NO VALIDA

Galeria API 20 NEVTO
Perfil 1140057
Nota iID.NQ VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |

ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ps pseudoalc.
Taxén significativo % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas putida 76.7 0.48 | NO3 3% GNTa 97%
Pseudomonas mendocina 13.8 0.22 | GNTa 99% PACa 0%
Comamonas testosteroni/Pseudomonas 50 0.35 |ADH 6% GLUa 11% PACa 3%

alcaligenes
Achromobacter xylosoxidans 23 015 |ADH 1% GNTa100% ADla 94%
Ralstonia pickettii 1.2 018 |ADH 1% GNTa 99% PACa 16%
Pruebas complementarias(s) XILOSAac Tween 80 FRUCTOSAas 42°C
Pseudomonas mendocina 80% 98% + 98%
Pseudomonas putida 98% 9% +-) 4%
Comamonas testosteroni 2% 98% - +(-)
Pseudomonas alcaligenes 2% 98% - -
Pseudomonas pseudoalcaligenes 2% 13% +-) 98%
Ralstonia pickettii 98% 98% + 56%
Achromobacter xylosoxidans 98% 2% -(+) 62%
© Cerrar ©Q Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 17. Res

AP150 CHB V4.0

+

- Fayas -

ultados APIlweb™ de cepa 4.2

yapiweb

T
'y

L=
B

S
-+

Jdyuue

ONPG ADH LDC | ODC CIT HeS | URE TDA IND

1

JITY

Joy

WP GEL MIT

1

REFERENCIA FECHA
4.2 01-03-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase 11l

BUENA IDENTIFICACION

API 50 CHB v4.0

Galeria

Perfil B RN L P B i

Mota

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra

Bacilluz subtilis’famyloliquefaciens 98.9 0.66 MMNE 87% MDG 83% AMD T78% GLYG /9%
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra

Bacillus pumilus 0.5 0.35 MNE 99% INO 11% SOR 2% TAG 90%

© Cerrar

O Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 18. Resultados APlweb™ de cepa 5.1

_QQPiWEb

API20 NE V7.0

NI I NI N I I I I eI e e

PP PPEEPIPPPIEEPIEDS

Y9999 VI INIVIINTPIINITII DI
NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
5.1 13-10-2016
COMENTARIO

Sedimentador Secundario

EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 7577754
Nota POSIBILIDAD DE Vibrio fluvialis
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Aeromonas hydrophila/caviae 999 1.0
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Aeromonas sobria 0.1 043 |ESC 1% ARAa12% CITa 81%
Pruebas complementarias(s) GLUCOSAg 0/M129R
Aeromonas caviae 2% +
Vibrio fluvialis 0% -
Aeromonas hydrophila 94% +
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 19. Resultados APlweb™ de cepa 5.2

—aniweb

AP120 NE VT.0

+

39159099 9] 9910w g

MOy TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

© O ' © o o0 o0 ©

REFERENCIA FECHA
52 121022017
COMENTARIO

Sedimentador Secundario

BAJA DISCRIMINACION

Galeria AP120 NEVT.0
Perfil 1000004
Nota jlD.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION 1

ID.NO VALIDA ANTES 4BH/POSIBILIDAD DE Eik.corrodens
POSIBILIDAD DE Brucela spp O B.diminuta/INCUBAR 48H

Taxdn significativo % ID T Pruebas en contra

Pasteurella spp 47.9 1.0

Moraxella spp 25.6 0.95

Mannheimia haemolytica/Pasteurella 12.1 0.88 PNPG 85%
trehalosi

Taxdn siguiente % ID T Pruebas en contra

Aeromonas salmonicida 4.1 0.95
masoucida/achromogenes

Pruebas complementarias(s) MAC CONKEY MALTOSAac OF/O SUCROSAac
Moraxella lacunata - NT 0% NT

Moraxella nonliquefaciens - NT 0% NT

Moraxella osloensis 35% NT 0% NT
tI."I'annhn_‘simia haemolyticaPasteurella . . ) .

rehalosi

Pasteurella multocida v 3% 23% +

CDC group EF-4 (Pasteurella) 98% 0% 91% NT

Eikenella comrodens - 0% NT -

© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 20. Resultados APlweb™ de cepa 6.7

—Qopiweb

API20 NEVT.0

- +

099|999/ 09099 999 099 0.

MOy TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

oO—0 0 O oO—0 0

REFERENCIA FECHA
6.7 23-02-2017
COMENTARIO

Sedimentador Primario

BAJA DISCRIMINACION

Galeria API20 NEVT O
Perfil 1100044
Nota ID.NO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Eik.corrodens

IDNO VALIDA ANTES 48H/POSIBILIDAD DE Ps pseudoalc.
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Comamonas testosteroni/Pseudomonas 58.5 0.79 ADH 6%

alcaligenes
Pasteurella spp 29.7 0.59 ADH 2% | MLTa 13%
Photobacterium damselae 1.1 0.53 GLU 94% | URE 99%
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Methylobacterium mesophilicum 0.2 032 NO3I 21% |ADH 0% URE T76%
Pruebas complementarias(s) MOT MALTOSAac  NaCl4% ComEy
Comamonas testosteroni 100% NT 0% 85%
Pseudomonas alcaligenes 8% NT 0% 85%
Pseudomonas pseudoalcaligenes 91% NT 0% 98%
Pasteurella multocida 0% 3% NT v
CDC group EF-4 (Pasteurella) 0% 0% NT 98%
Eikenella corrodens - 0% NT -
Photobacterium damselae 24% 100% 100% 98%
O Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 21. Resultados APlweb™ de cepa 7.2

_Qopiweb

API120 NEVT.0

0+ + - + - - - + - + - + - + - - =+ - - -
L&‘JLJ‘JJJLJJJJJ‘LJJJLJ“
NOs TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

O—© = © © o—©0

REFERENCIA FECHA
72 27-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

PERFIL INACEPTABLE

Galeria API1 20 NE V7.0

Perfil 7242540

Nota {ID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |

Taxon significativo % ID T Pruebas en contra

Pasteurella aerogenes TRP 0% PNPG100% ARAa 75% | MALa 99%
oX 77%

Grimontia hollisae URE 0% GLUa 10% NAGa24% [OX 100%

Pasteurella pneumotropica PNPG 83% GLUa 6% MNEa 6% | NAGa 6%
GNTa 6% MLTa 6% OX 84%

Vibrio alginolyticus URE 0% GEL 91% MNEa 18% | MANa 75%
oX 99%

Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra

Plesiomonas shigelloides ADH 98% | URE 0% PNPG 868% | MNEa 12%
MALa 98% | CAPa 77% OX 99%

© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 22. Resultados APlweb™ de cepa 7.5

_thiWEb

API20 NE V7.0

3914919996 0 i v

NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
7.5 27-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT O
Perfil 0156555
Nota
Taxén significativo % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas fluorescens 99.8 09 |
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 0.1 0.3 NO3 96% MNEa 1% | ADla 91%
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 23.

API20 EV4.1

J 9y

ONPG ADH LDC

L,

ODC CIT H:S

Jo)

URE TDA IND

L'l

VP GEL GLU

JoY

MAN INC SOR

Resultados APlweb™ de cepa 9.2

J9e

RHA SAC MEL

yapiweb

19

AMY ARA OX

. . F

O—©0©© o

iNO; N; MOB | McC OF-0 OF-F

S, S 1

REFERENCIA FECHA
92 27-10-2016
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase Il

PERFIL DUDOSO

Galeria API 20 EV4.1
Perfil 020404221
Nota
Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus 99.9 0.25 N2 0% OF/O 98%
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 0.1 0.0 ADH 89% GEL 75% MEL 10% ARA 25%
0OX 9% MOB 97% OF/O 98%
Pruebas complementarias(s) 42°C
Acinetobacter baumannii +
Acinetobacter calcoaceticus -
© Cerrar Q Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 24.

Resultados APlweb™ de cepa 11.5

AP120 EV4.1

+

FLICEEIEEEICEEIEEEIPER
J&L‘LJJJ&-L‘JJJL&LL&“'

WP GEL GLU [ MAN INO SOR

OMPG ADH LDC | ODC CIT HsS | URE TDA IND

yopiweb

+) - ¥
1 2|4-’
JJ

RHA SAC MEL | AMY ARA OX

© o—0©

MeC OF-O OF-F

-0 @

G

REFERENCIA FECHA
1.5 16-11-2016
COMENTARIO

Sedimentador Primario

BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria API 20 EV41
Perfil 520612557
Nota POSIBILIDAD DE Vibrio fluvialis
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Aeromonas hydrophila/caviae/sobria 2 731 0.55 ADH 97% | IND 85% VWP 80%
Aeromonas hydrophila/caviae/sobria 1 243 049 ADH 90% |LDC 25% CIT 25% IND 85%
ARA T5%
Taxdn siguiente % 1D T Pruebas en contra
Vibrio cholerae 2.0 0.25 ODC 97T% | IND 99% AMY 5%
Pruebas complementarias(s) GLUCOSAgQ ESC (HYD.) OM29R RM/MR
Aeromonas caviae - + + +
Aeromonas hydrophila + + + B86%
Vibrio fluvialis 0% NT - NT
Aeromonas sobria + - + -
© Cerrar ©Q Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 25. Resultados APlweb™ de cepa 12.1

_Q “
apiweb

- - - - - - - - - - - - - - - + - - + - -

JOYIVIII9I9I99IY TPI9IVIT TI .

NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

oO——©0 @ @ o o0

REFERENCIA FECHA
121 23-02-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 0000011
Nota iID.NO VALIDA ANTES DE 48 H DE INCUBACION |
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Acinetobacter junii/johnsonii 91.3 08 MLTa 95%
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Acinetobacter Iwoffii 6.0 067 |CITa 1%
Pruebas complementarias(s) 42°C
Acinetobacter johnsonii -
Acinetobacter junii +-)
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 26. Resultados APlweb™ de cepa 12.3
¢ - |= .
yopiweb

Jslusyuve vy

ONPG ADH LDC | ODC CIT HaS | URE TDA IND | VP GEL NIT

b '

REFERENCIA FECHA
123 01-03-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase |

PERFIL INACEPTABLE

Galeria API 50 CHB V4.0

Perfil R R T L e e S T
Hota

Taxdn significativo % D T Pruebas en contra

ADOD 1% MEL 100% SAC 35% AMD 35%
XLT 0%

Bacillus coagulans

Pruebas en contra
LARA 96% ADO 1% SOR 20% LAC 92%
MEL 92% SAC 9%% AMD 99% GLYG 92%

Taxdn siguiente % D T

Bacillus circulans

© Cerrar Q Imprimir
Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 27. Resultados APlweb™ de cepa 13.1

_Qopiweb

API20 NEVT.0

TR bPEEEEPPRIPPET N

NO3 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

REFERENCIA FECHA
131 23-02-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase Il

BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 0156557
Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Pseudomonas fluorescens 97.2 0.79 | PACa 16% |
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 2.6 0.38 | NO3 100% ADla 99%
O Cerrar ©Q Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 28. Resultados APlweb™ de cepa 14.3

API20 NE V7.0
+-++--+-+---+-++|-++-+:
NO4 TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG GLU | ARA MNE MAN | NAG MAL GNT | CAP ADI MLT | CIT PAC OX

yapiweb

REFERENCIA FECHA
14.3 23-02-2017
COMENTARIO

Filtro Percolador Fase Il

EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria API 20 NEVT.0
Perfil 5150555
Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Chromobacterium violaceum 99.9 0.91 | |
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 0.1 019 | GLU 0% | MANa89% ADIla 91%
© Cerrar © Imprimir

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 29. API® de muestra 9.2. Se observa la identificacion de
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

Fuente: Laboratorio Microbiologico de Referencia -LAMIR-.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de flujo para seleccionar API® para Bacilos Gram

negativo
ORIENTATION TESTS
GRAM®© BACILLI
GRAM S
I BACILLI I
v/ v
OXYDASE OXYDASE
v v v <
Oxydation &5 Omydation & Oxydation & Oxydation &
Fermentation & Fermentation & Fermentation & Fermentation &

L 50 FERME;ITERS OJ
Q FERMENTERS ()

|
e yapiios
yapi 20 NE wopi ot

RapiD 20 E
ID32E
RapiD ID 32 E

yapiso cHe

Fuente: API & ID 32 Identification Databases. BioMérieux. www.biomerieux.com. Consulta: 20
de junio de 2016.
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http://www.biomerieux.com/

Anexo 2. Diagrama de flujo para seleccionar API® para Bacilos Gram

positivo

v

Anaerobes

Sporulated bacilli

v

Clostrigium

yapioa

RapiD ID 32 A

ORIENTATION TESTS
GRAM@ BACILLI

GRAM
BACILLI

(v
r AerofAnaerobes ﬁ
v v

CATALASE

— 1
] v

small bacilli Short bacilli
of characteristic shape with rounded ends
Partial discoloring Mobile at 20 - 25°C
(granulation) Immiobile at 37°C

k N k k
7 v < v

Corynebactenum Listeria Bacillus Lactobacillus

anl Coryne ani Listeria ani CHB ani 50 CHL

CATALASE

_; ?
v

Large sporulated
bacilli

Vry tapered
bacilli

Fuente: API & ID 32 Identification Databases. BioMérieux. www.biomerieux.com. Consulta: 20

de junio de 2016.
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yopi 20€

Anexo 3. Galeria API® 20 E

N

o W e W
o il "“ UQV““"’ Yy
- | |
GLU A MAN NG SOR A A SAG M;-—I"AMV ARI;

ONPG"ADH  LRC QQQ LCIT) HZS URE TDA N A IGEL)

Fuente: http://www.biomerieux.com.mx/sites/subsidiary_mx/files/api_20_ e pos.jpg. Consulta: 5

de septiembre de 2016.

Anexo 4. Boleta de registro de resultados en galeria API® 20 E

A

giﬂ":
e ) (L R ’

wopi 20E O S etk rgn P bioMérieux

(+)(- (+" +, =Y -',} TQ V+Y+‘ Y -4 X
Lj&/” 4 " JAZ 2) ‘/] &7 '\ ‘f LA A2 4 {
: LY SAL ~Ma Ay ARA ox
‘

WA N | SR G
(2)—

2 oc-: an rg. .t |
Ay 1}~—(4 LR e

Autres tests / Other tests / Weltore Tosts / Altri tests / Otros tests :
Escherichia coli
excellent identification

|

N\

Fuente:
http://www.rci.rutgers.edu/~microlab/CLASSINFO/IMAGESCI/Api%20score%20sheet.png.
Consulta: 5 de septiembre de 2016.
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