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RESUMEN

Las lipasas son enzimas que hidrolizan a los triglicéridos hasta acidos grasos y
glicerol. Su uso en el Ecuador es limitado debido a los altos costos, por lo cual
se ha buscado aislar un microorganismo productor de esta enzima que pueda
sustituir a lipasas comerciales. A partir de muestras de suelo obtenidas en la
zona de Mindo — Nambillo y Puerto Quito se aislaron microorganismos en medio
mineral y aceite vegetal estéril como Unica fuente de carbono y se seleccionaron
los aislados que producen un halo fluorescente en luz ultravioleta, el cual
evidencia una reaccion del indicador rodamina B y la actividad lipolitica del
microorganismo. Para seleccionar los aislados que posean mayor actividad se
consideraron el tamafio del halo fluorescente que produce el sobrenadante de
cada uno en medios de cultivo con rodamina 3. Posteriormente se identificaron
algunos aislados mediante pruebas bioquimicas y se credé un banco de
microorganismos productores de lipasa. El presente trabajo busca sentar una
base para el desarrollo de produccién de esta enzima en el pais a partir de
microorganismos productores autéctonos como fuente de una enzima con alta
actividad lipolitica que sirva para reemplazar a lipasas comerciales a nivel de
laboratorio e industria para disminuir el costo en el uso de las enzimas en el
proceso en el que intervengan. Se aislaron 17 microorganismos con el ensayo
de rodamina B, el 43% aislados de la muestra del suelo del bosque de Mindo-
Nambillo y el 57% restante de las muestras de suelo de la plantacién de palma
africana en Puerto Quito. Los aislados fueron seleccionados y clasificados por el
diametro del halo que produce su actividad enzimética lipolitica. Los aislados

fueron conservados en crioviales a -80°C.
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ABSTRACT

Lipases are enzymes that hydrolyze triglycerides to fatty acids and glycerol. In
Ecuador their use is limited due to the high costs. This research aimed to isolate
a microorganism producing this enzyme that can replace commercial lipases.
From soil samples obtained in Mindo - Nambillo and Puerto Quito
microorganisms in mineral medium and sterile vegetable oil as carbon source
were isolated, they are selected that produce a fluorescent halo in ultraviolet light,
which evidences a reaction of rhodamine B dye and lipolytic activity of the
microorganism. To select isolates having higher activity size fluorescent halo
supernatant produced in each culture media with rhodamine B. Subsequently
each isolate was identified biochemical tests. This paper seeks to provide a basis
for the development of production of this enzyme in the country from native lipase
producing microorganisms as a source of enzyme high lipolytic activity that
serves to replace commercial lipases in the laboratory and industry to reduce the
cost in the process involved. Additionally, it is contemplated to prepare a
collection of lipase producing microorganisms identified and characterized for use
and future studies in the laboratory. It was isolated 17 organisms to test
rhodamine B, 43% of isolates from sample of Mindo — Nambillo forest and 57%
from soil of African palm plantation on Puerto Quito. They were selected by the
diameter of the halo that produces its lipolytic enzyme activity. Isolates were store

in cryovials at -80°C.
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Capitulo I. Introduccién

1.1 Antecedentes
La Biotecnologia ha experimentado grandes avances que se han visto reflejados

en muchas de sus aplicaciones industriales tales como es la obtencién de
productos quimicos, en la industria alimentaria y farmacéutica. Los procesos
catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas numerosos, ya que
presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores convencionales no

bioldgicos (Rivera y Garcia, 2007).

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3) son enzimas que
hidrolizan los triglicéridos a acidos grasos y glicerol. Bajo ciertas condiciones
catalizan la reaccién inversa y poseen propiedades cataliticas que han
convertido a estas enzimas en productos de suma importancia para la industria
(Hernandez et al., 2001; Coca, Dustet y Martinez, 2007).

El creciente interés por las lipasas reside principalmente en las aplicaciones
industriales de este tipo de enzima, incluyendo la formulacion de detergentes, su
empleo en degradacion de grasas, para la sintesis de productos farmacéuticos
y cosméticos (Rohit et al., 2001). Las lipasas se pueden adquirir de muchas
fuentes naturales, como plantas, microorganismos y animales. Sin embargo, las
lipasas de mayor interés son las que se extraen a partir de los microorganismos,
ya que las lipasas microbianas son productos extracelulares y poseen la
capacidad de catalizar una amplia variedad de reacciones en fase acuosa y no

acuosa (Saxena et al., 2003).

Existen problemas asociados con el uso sistematico y de control en el uso de las
enzimas. La composicion de la enzima y las condiciones que se emplean para el
proceso enzimatico, son definitivos para obtener buenos resultados de

conversién y obtencién de un producto final (Dinorin, 2009).

El aislamiento de nuevos microorganismos productores de enzimas lipasas y el

establecimiento de las condiciones de produccién de las mismas, a partir de



fuentes naturales autéctonas constituye un aporte biotecnolégico significativo y

propone una alternativa a la adquisicion de enzimas comerciales.

1.2Planteamiento del problema.

Entre las aplicaciones de mayor utilidad en la Biotecnologia se puede considerar
a la produccién y uso de las enzimas. Las enzimas son compuestos de
naturaleza proteica, llamados biocatalizadores presentando ventajas al uso de
los catalizadores quimicos en los procesos por tener una alta especificidad y
selectividad, otra de las ventajas es la temperatura baja en consideracion de las
reacciones con catalizadores quimicos para la ejecucion del proceso evitando
asi la elaboracion de productos secundarios obteniendo rendimientos de

produccion mas altos.

La Biotecnologia Industrial ha avanzado a grandes pasos no solo a nivel mundial
sino también en el pais. En la actualidad es imperioso el empleo de enzimas para
desarrollar procesos que impliqguen la obtencion de fuentes de energia
renovable, la sintesis de reactivos y productos industriales, farmacéuticos,

cosmeéticos y de uso cotidiano.

Actualmente el problema a nivel nacional es el alto costo comercial que tienen
las enzimas de uso industrial como las lipasas y el grado de dificultad y tiempo
de adquisicién de estas enzimas para su uso en los laboratorios e industrias del
pais, provocando que se encarezca el producto final e inclusive no se llegue a

una produccion nacional.

1.3Justificacion
Las enzimas y su uso se han conocido desde hace varios afios. Existe un campo

de aplicacién variado de las enzimas en varias industrias, tales como alimentos,
productos lacteos, detergentes, textiles, papel, cuero, cosmeéticos, entre otros
(Rohit et al., 2001).

Las aplicaciones de las enzimas han aumentado considerablemente. En el afio
2013 en el mercado se invirti6 cerca de $ 4800 millones proyectando una

inversion de aproximadamente $ 7100 millones para el afio 2018 (BCC



Research, 2014). El interés en las lipasas ha crecido gradualmente, debido a que
las reacciones en las que intervienen obtienen un alto grado de especificidad,
disminucién de reacciones secundarias en los procesos, enantioselectividad,
regioselectividad y facilidad en la recuperacion, procesos en la industria
alimentaria en su mayoria, fabricacion de detergentes, tratamiento de aguas de
desecho, eliminacion de lipidos y aceites de la industria (Padilha et al., 2012).

Por su capacidad de catalizar reacciones de transesterificacion las lipasas han
adquirido importancia en la produccion de biocombustibles por tratarse de una
fuente de energia amigable con el ambiente (Diez E., Sandoval M., 2012).

Los costos elevados y los tiempos prolongados en la importacién de esta clase
de materiales han sido el mayor obstaculo en el uso de las lipasas en la industria
ecuatoriana, laboratorios educativos y de investigacion y desarrollo.

La naturaleza ofrece una amplia fuente de microorganismos productores de
lipasa los cuales se pueden aislar de agua, suelo contaminado con aceite,
desechos o residuos de aceite, una de las ventajas de estos microorganismos
es que la produccion de la lipasa es extracelular facilitando su proceso de

purificacion. (Diez, A. et al. 2012).

Es por tal motivo que el presente trabajo se enfoca en la busqueda de diferentes
microorganismos de lipasa autéctonos como fuente alternativa, que faciliten la
reduccion de costos para el reemplazo de uso de lipasas comerciales que han
limitado realizar investigaciones mas profundas respecto a lipasas y sus

procesos.



1.40bjetivo General

Caracterizar microorganismos productores de lipasa autéctonos aislados de

muestras de suelo de la zona de Mindo — Nambillo y Puerto Quito.

1.50bjetivos especificos

Obtener microorganismos productores de lipasa de la muestra de suelo

empleando medio mineral y aceite vegetal como fuente de carbono.

Seleccionar los microorganismos con produccion de lipasa de mayor actividad,

usando placas de agar con rodamina 3 en medio mineral y aceite vegetal.

Identificar los microorganismos productores de lipasa mediante pruebas

bioquimicas.

Conservar a largo plazo los microorganismos productores de lipasa aislados e

identificados en medios con glicerol.



Capitulo Il. Marco Teoérico

2.1 Lipidos
Los lipidos son moléculas heterogéneas, que se diluyen en solventes apolares.

En su mayoria son insolubles en agua dependiendo de su numero de carbonos.
Es por esto que se las han clasificado en funcion de su solubilidad en lipidos

apolares y polares (Kresge, N., Simoni, R. D., & Hill, R. L. 2010).

Los lipidos méas pequefios son los triacilgliceroles o triglicéridos, éstos estan
compuestos de tres acidos grasos que se unen por un enlace éster con un
glicerol (Nelson D, Cox M., 2009). Los extremos polares del glicerol y del
carboxilo hacen que la molécula de lipidos sean apolares e insolubles en agua
(Kresge, et al. 2010).

Las células de depdsito de lipidos en los vertebrados son los adipocitos, donde
se almacenan triglicéridos. En las plantas los triglicéridos se almacenan en las
semillas, en estas dos células existen lipasas que hidrolizan estos lipidos para
liberar acidos grasos que son consumidos por el organismo como combustible
(Nelson D. et al, 2009).

Entre las funciones biolégicas de las lipasas esta la catalisis de hidrolisis de
ésteres, enlaces que se encuentran en los triglicéridos con cadena larga de
carbono para obtener monocilglicéridos, diacilglicéridos, acidos grasos libres y
glicerol (Garcia, M. 2005).

2.2 Lipasas: generalidades
Las enzimas son catalizadores de las reacciones que ocurren en los organismos
bioldgicos. Poseen una alta especificidad y una alta velocidad de reaccién, es
por este motivo que se usan de forma muy extensa en la industria (Rivera-Pérez,
C., Garcia-Carrefio, F. 2007).

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3) son un grupo de enzimas
hidroliticas que tienen como funcion principal catalizar la hidrélisis de los

triglicéridos obteniéndose como productos glicerol y acidos grasos libres y en un



proceso intermedio mono Yy diglicéridos con el mismo sustrato (Aravindan, R.
2007). Las lipasas se encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza
encontrandolas en animales, plantas y microorganismos. El interés en las lipasas
ha crecido en la industria por la selectividad, estabilidad en solventes organicos
y la ventaja de sintesis en reacciones con baja actividad de agua (Gonzélez-
Bacerio, J., Hernandez, J. R., & Martinez, M. 2010)

Las lipasas tienen un mecanismo de accion llamado activacion interfacial. Al
encontrarse en un medio polar la estructura denominada “lid” esta cerrada
protegiendo a la enzima y dejandola actuar en la interfase agua — aceite que se
produce en la emulsiéon (Houde, A., Kademi, A., & Leblanc, D. 2004)

Los sustratos de las lipasas son ésteres insolubles actuando en la fase organico
— acusosa. A esta actividad se la determina lipolitica. La cinética enzimatica no
se describe como un modelo de Michaelis — Menten, si no que en este tipo de
actividad el fendmeno de adsorcién inicial y formacion del complejo enzima —
sustrato ocurre en la fase organica, posterior a esto. Los productos son
localizados en la fase acuosa. La actividad esterasica de las lipasas ocurre de
diferente forma ya que las esterasas catalizan hidroélisis de esteres solubles no
siendo indispensable la interfase y modelando una cinética de Michaelis —
Menten. Se puede sefialar que las lipasas tienen también funcion esterasa, no
asi las esterasas, ya que estas no catalizan reacciones con sustratos insolubles

por la no existencia de la interfase para su funcion (Sanchez p. 3-7, 1998).

2.3 Importanciay uso de las lipasas

Se ha documentado el uso de las lipasas desde los afios 1900 (Houde, A.,
Kademi, A., y Leblanc D., 2004). Las enzimas que hidrolizan los triglicéridos se
ha estudiado por un periodo mayor a trescientos afios, pero no son mas de
setenta afios que se ha empezado a observar y estudiar la reaccion de sintesis
de ésteres (Houde et al., 2004) Claude Bernarnd en el afio 1856 pudo descubrir
el efecto de una lipasa en jugo pancreatico cuando ésta hidrolizé gotas de aceite
conviritendolo en productos solubles en el medio. Las lipasas varian segun su

origen, pudiendo ser este fungico, bacteriano, de mamiferos y de plantas;



hidrolizando trigliceridos para obtener acidos grasos y glicerol o sintetizando
ésteres carboxilicos, demostrando una alta selectividad en su sustrato (Houde,
A., Kademi, A., & Leblanc, D., 2004).

Las enzimas lipoliticas tienen un potencial de aplicacidon en la Biotecnologia que
se han podido evidenciar en la industria aceitera, agroquimicos y de compuestos
aromaticos. Entre estos productos se puede citar la produccion de jabdn y acidos

poliinsaturados a partir de aceites y grasas (Kresge et al., 2010).

En la industria se aprovecha la esterificacion de triglicéridos en aceites animales
0 vegetales y asi obtener biodiesel (Sirisha, E., Rajasekar, N., & Narasu, M. L.,
2010). Las lipasas en la industria alimentaria se han usado para mejorar
procesos tradicionales en alimentos preparados, tales como el queso y el vino
(Soria, V., 2003).

Algunas grasas que no tienen mucho valor nutritivo ni comercial, se pueden
convertir a grasas mejor aprovechables mediante procesos de catélisis dirigida
o especifica como se puede observar en la producciéon de mantequilla de cocoa,
asi también en la industria y manofactura de margarinas y mantequillas (Ramos-
Izquierdo, B., Bucio-Galindo, a, Bautista-Mufioz, C., Aranda-lbafiez, E., &
Izquierdo-Reyes, F., 2009). La interesterificacion e hidrogenacion son las
técnicas mas usadas para aprovechar la selectividad de las lipasas (Ramos-
Izquierdo et al, 2009).

Asi como la catalisis es una de las funciones principales de la lipasa en
condiciones extraordinarias se puede esterificar acidos grasos libres en ausencia
de solventes organicos por ejemplo transesterificar metil ester en hexano con
isopropildieno glicerol (Aravindan, R. 2007).

En la actualidad, las lipasas se proyectan a aplicaciones biotecnoldgicas de
interés farmacedutico y en la obtencion de compuestos quirales, ayudando a la

resolucion de mezclas racémicas (Sanchez, 1998).



2.4 Microorganismos productores de lipasa

Una de las primeras fuentes de lipasa fue el pancreas de mamiferos y las
semillas de ciertas plantas cruciferas. Actualmente todas se obtienen por
fermentacion de microorganismos en biorreactores: hongos, bacterias y
levaduras (Arrib, M. C., Priolo, N. S., 1990).

Los microorganismos poseen potencial para producir lipasas. Estos
generalmente son encontrados en diferentes habitats, como son desechos,
residuos de aceites vegetales, industrias lacteas, aguas y suelos contaminados,
alimentos en descomposicion (Abrunhosa, L., Oliveira, F., Dantas, D.,
Goncalves, C., & Belo, I. 2013).

La naturaleza es una amplia fuente para aislar nuevos productores de lipasas.
Mediante mecanismo de bioprospeccion se han aislado bacterias, hongos,
levaduras, destacandose los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus,
Staphylococcus, Rhizopus, Mucor, Candida, Aspergillus y Geotrichum sp por su

capacidad para producir lipasas extracelulares, (Ertu, S., & Takac, S. 2007).

Las lipasas son la clase de enzimas de mayor uso en procesos biotecnolégicos,

procesos quimicos (Zouaoui, B., & Bouziane, A. 2011).

Es por esto que los investigadores se han enfocado en buscar nuevos
microorganismos que produzcan lipasas como un desafio para la industria
biotecnolégica (Joseph, B., Ramteke, P. W., Thomas, G., & Shrivastava, N.
2007).

La produccion de lipasas a partir de microorganismos depende de claros factores
como la temperatura, pH, composicion del medio de cultivo y sus fuentes de

carbono, nitrégeno, oxigeno (Houde, A., Kademi, A., & Leblanc, D. 2004).

2.5Lipasas bacterianas
Las lipasas son producidas por algunos microorganismos, las lipasas aisladas
de bacterias se han estudiado en particular de Pseudomonas y Bacillus sp.

Pseudomona aeruginosa, Pseudomona fluorescens (Houde, A. et al. 2004).



Estos microorganismos se encuentran en diversos hébitats como desechos
industriales, aceite vegetal procesado, suelo contaminado de aceite,

plantaciones de plantas aceiteras, entre otras.

Las lipasas que son producidas por organismos son extensas en sus usos, hay
lipasas extracelulares, intracelulares, inmovilizadas y lipasas de regiones
especificas. Las lipasas extracelulares son las que se aprovechan para la
produccion de enzimas comerciales y para este proceso de extraccion y
purificacion de lipasa se han desarrollado muchas técnicas (Andualema, B., &
Gessesse, A. 2012).

Las lipasas bacterianas en su mayoria son extracelulares, su produccion es
rapida, eficiente y de costo econémico bajo, pero el proceso de purificacion
conlleva técnicas muy costosas (Selvakumar, R. S. and G., & G. 2008) como un
método alternativo de las lipasas extracelulares se esta usando células
completas y aprovechando las lipasas intracelulares de forma inmovilizadas para

disminuir costos de purificacion (Andualema B, et al. 2012).

Las lipasas de origen bacteriano son las mas usadas en el mercado debido a
que tienen una mejor actividad comparada con las lipasas obtenidas en
levaduras. Su actividad tiene un rango de pH que va desde el neutro al alcalino
ademas presentan un alto grado de termoestabilidad (Rivera-Pérez et al, 2007).

Las lipasas de origen bacteriano por su estabilidad y produccion a nivel
comercial, se han establecido como alternativa en diferentes industrias como en
la ambiental, farmacéutica, alimenticia y en la produccién de productos
cosméticos y de uso diario como detergentes (Nwuche, C. O., & Ogbonna, J. C.
2011).

Las lipasas de origen bacteriano tienen interés por su potencial en las
aplicaciones biotecnolégicas, motivo por el cual se han desarrollado estudios de
la clonacién y caracterizacion de muchas enzimas bacterianas, mecanismos de

expresion, plegamiento y secrecion, con el fin de optimizar su produccion y
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purificacion (Rosenau y Jaeger, 2004; Milena, A. P., Salud, C. De, Valle, E.,
2013).

2.6 Medios y condiciones de cultivo

Las condiciones que se utilizan para fermentaciones en este tipo de
microorganismos rodean temperaturas de 30 °C, un pH proximo a 7 y que existan
condiciones aerobicas. Se recomienda el uso como fuente de carbono mixta
entre un glucido y un lipido siendo un inductor para la produccion de la lipasa.
Como fuente de nitrégeno generalmente se debera usar sales de amonio o urea
(Alarcon Vivero, M. R. 2008). La produccion de las lipasas es inducida por adicion
de aceites o grasas en el medio de cultivo. Tanto el glicerol como la glucosa que

es fuente de carbono produce biomasa mas no lipasa. (Coca, J. et al, 2001)

Las lipasas microbianas por lo general estan unidas a la membrana de la bacteria
existiendo inhibicion para la produccion de lipasa. En presencia de cationes de
magnesio se incrementa la cantidad de enzima producida (Alarcén Vivero, et al
2008).

2.7Actividad lipoliticay rodamina

Varias moléculas al momento de ser iluminadas con luz ultravioleta emiten luz
en el espectro visible. A este fendmeno se lo denomina luminiscencia pudiendo
ser de dos tipos: fluorescencia y fosforescencia (Marti F. B., 2002). El fendbmeno
de fluorescencia esta presente en compuestos inorganicos y organicos, en estos
altimos en su mayoria son derivados de benceno, naftaleno y antracenos con
dos 0 mas anillos aromaticos unidos, que contiene oxigeno o nitrégeno como por

ejemplo la rodamina 3 (Marti FB et al, 2002).

2.8Rodamina g
La rodamina 3 es un colorante que se observa en el espectro visible de la luz,

emite una longitud de onda entre rojo y violeta, su peso molecular es de 479.02
g/mol y su férmula es C2sH31CIN203. Generalmente se usa como un trazador
para observar el flujo del aire en ensayos (Al-Kadhemy, M. F., Alsharuee, I. F., &
Al-Zuky, A. A. D. 2011). Las rodaminas se usan extensamente en técnicas

biotecnolégicas como, por ejemplo: microscopia de fluorescencia, citometria de
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flujo, ELISA. La rodamina 3 emite fluorescencia con longitudes de onda de 350
a 650 nm (Al-Kadhemy M.F. et al 2011).

2.8.1 Ensayo en placa de rodamina f8

En 1987 Kouker y Jeager presentaron un ensayo en placas Petri con rodamina
B que se uso para la deteccién de actividad lipolitica, usando los sobrenadantes
de los cultivos de crecimiento que contenia aceite de oliva y el colorante
rodamina B. En este ensayo las colonias productoras de lipasa emitian halos de
luz anaranjada al observarse las placas bajo luz UV 350 nm. Esta fluorescencia
era emitida por el complejo que se formaba un complejo entre la rodamina 8 y
los acidos grasos libres del aceite vegetal que producian las lipasas (Kouker, G.,
& Jaeger, K. E. 1987; Brockerhoff, H., 2012).

2.9 Identificacion bacteriana

En la actualidad la identificacion de bacterias se la realiza por medios
convencionales como son las pruebas fenotipicas por su costo y asequibilidad
en el medio (Ferndndez Olmos, A., Garcia de la Fuente, C., Saéz Nieto, J. A., &
Valdezate Ramos S., 2010). Las pruebas fenotipicas se basan en las
caracteristicas que se pueden observar como su morfologia, crecimiento,
propiedades bioquimicas y metabdlicas (Isenberg HD, 2004).

El fundamento de la identificacion fenotipica es la comparacion de bacterias
desconocidas con patrones de cultivos patron ya conocidas. La fiabilidad de este
método depende del nimero de caracteristicas similares que se encuentren
(Fernandez Olmos et al, 2010).

La falta de similitud entre las caracteristicas que se puede observar en las
pruebas fenotipicas y las pruebas de las cepas patron hacen de los métodos
fenotipicos sean una identificacion no definitiva si no la mas probable (German
Bou, et al 2011).

Otro método de identificacion mas especifico al tipo fenotipico es el que se ha
realizado mediante métodos genotipicos que se pueden usar como

procedimientos de complemento o alternativos (Clarridge 11l JE. 2004).
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Capitulo lll. METODOLOGIA

3.1 Toma de muestra
Como documenta Lin y colaboradores (2012) los microorganismos productores

de lipasa se pueden localizar en dos zonas, la primera donde se encuentran
residuos de trabajo con lipidos y la segunda donde las bacterias realizan un rol

especifico como microbiota del suelo.

Se utilizd un muestreo aleatorio tipo “batch” en dos zonas diferentes; la primera
en el Bosque Mindo Nambillo y la segunda en un cultivo de palma africana
ubicado en la via Calacali — La Independencia km 135 en el canton Puerto Quito,

provincia Pichincha
Las coordenadas de los sitios de muestreo se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Sitios de muestreo

Sitio Coordenadas
Bosque Mindo-Nambillo -0.07378, -78.753591
Cultivo palma africana, Puerto Quito 0,116598, -79,248347

Se seleccionaron muestras de suelo de un peso final aproximado de 500 g. Las
muestras se recolectaron como punto inicial en la primera coordenada y se
recorrié en linea recta cada 5 metros. En cada punto se excavaron 10 cm de
suelo y tom6 una muestra de 50g en cada punto, hasta completar el peso final
de 500 g de la muestra; después de recolectarse las muestras se colocaron en
fundas plasticas estériles y se las almaceno a una temperatura aproximada de 4
°C hasta su futuro andlisis en el laboratorio.

El mismo proceso se efectud en el cultivo de palma africana, donde las muestras

se tomaron a la base de cada palma.
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3.2 Estandarizacion de protocolo para medio mineral y rodamina 8
Para la elaboracion de los medios minerales se usé el método descrito por

Kouker (1987) modificado usando el colorante rodamina B como indicador de
actividad lipolitica en presencia de luz ultravioleta.

La composicion del medio minimo se lo detalla en la (tabla 2)

Tabla 2. Composicion medio mineral

COMPUESTO CANTIDAD
(NH4)2S0a4 2,12 g/L
KH2PO4 0.68 g/L
NacCl 0.008 g/L
FeSOa4. 7H20 0.002 g/L
CuS04.5H20 0.001 g/L
Aceite vegetal* 5% P/V
Rodamina B** 1% PV
Agar 15 g/L

Nota:
* Aceite vegetal y rodamina esterilizados por filtracion mediante filtro 0,22 micras

** Solucién de rodamina al 0,001% en etanol.

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15 minutos a 100 kPa de
presion. Se enfrid el medio hasta los 55 °C para afadir el aceite vegetal y la
rodamina  estériles en una camara de flujo. Se homogenizé mediante agitacion
manual para evitar la produccion de desfase agua-aceite el momento de

dispensar en cajas Petri.

3.3Tratamiento de las muestras de suelo.

Se homogenizaron las muestras de suelo con ayuda de un tamiz para separar
particulas grandes como rocas o residuos soélidos. Se realiz6 una solucion de
100 mL al 10% P/V de muestra de suelo en solucion salina al 1% agitandola y

se reposaron por 5 minutos.
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Para la inoculacién de los medios se realizacién diluciones seriadas 103, 10y
10° y se colocé 0,3 mL de cada muestra de suelo por extension en el medio
mineral con rodamina B. Este procedimiento se realiz6 por duplicado y se

incubaron las cajas Petri a 30°C por 48 horas.

3.4 Aislamiento de microorganismos productores de lipasa

Se seleccionaron las colonias que producen fluorescencia anaranjada a la
exposicion de luz UV de las placas con medio mineral y rodamina. Estas se
cultivaron en placas Petri con agar nutritivo inoculandolas por estriado y se

incubaron a 30 °C por 48 horas (figura 1)

Figura 1. Caja Petri con medio mineral y rodamina g bajo luz UV (350 nm)

Se realiz6 una tincion Gram para confirmar la presencia de bacterias y la

obtencion de colonias Unicas.
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3.5Seleccion de microorganismos con mayor produccion de lipasa.
Se prepar6 un medio mineral liquido con aceite vegetal, el cual se colocé en
tubos conicos estériles de 15 mL. Se inoculé cada tubo con la colonia
productora de lipasa aislada de las placas Petri de agar nutritivo y se
incubaron por 48 horas a 30°C. Seguidamente se centrifugaron los tubos a
4500 rpm por 25 minutos, separando el sobrenadante el cual se coloco en las
cajas Petri con el medio mineral con rodamina 8 en agujeros de 5 mm de
diametro realizado en el agar. Se incubaron las placas por 24 horas a 30 °C
y se observo bajo luz ultravioleta el halo de fluorescencia producido por el
sobrenadante de cada colonia, registrando la longitud del halo que produjo la

cepa. Este experimento se repitio tres veces de forma independiente.
3.6ldentificacion de microorganismos productores de lipasa

Para la identificacion de los microorganismos productores de lipasa se lo realizo
mediante el kit de identificacion bioquimico MICROGEN GN-A efectuando la

prueba como se describe en el instructivo de uso del kit (anexo 1).

Se efectud tres repeticiones por cada aislado obtenido, en iguales condiciones

de trabajo.

3.7Conservacion de microorganismos.
Los microrganismos productores de lipasa fueron incubados en caldo

nutritivo por 48 horas a 30°C.

Para la conservacion de los microorganismos productores de lipasa aislados
se seleccioné el método de congelacion por su alta tasa de supervivencia y
econdémicamente viable y como agente protector glicerol al 30% el cual evita
se formen cristales de hielo, la cual puede romper las células produciendo la
muerte de los microorganismos preservados. (Weng, 2005).

Se colocaron 70 pL de caldo nutritivo incubado y 30 pL de glicerol estéril en
un criovial. Se colocaron los crioviales en el vértex Labnet por 1 minuto
después se etiquetaron y almacenaron en un congelador con temperatura

controlada a -80 °C.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1 Aislamiento de microorganismos productores de lipasas

El proposito de esta tesis fue aislar microorganismos productores de lipasa de
muestras de suelo de la zona, seleccionarlos e identificarlos. De los
microorganismos que se aislaron de las muestras de suelo se obtuvieron 17
aislados (Tabla 6) de las cuales el 47% (ocho aislados) fueron de muestras del
suelo del bosque Mindo — Nambillo y el 53% (nueve aislados) de las muestras
de suelo del cultivo de palma africana, aislados que producen un halo

fluorescente al ser expuestos en luz ultravioleta (Figura 2)

Tabla 6. Microorganismos aislados

Cdédigo Procedencia
ub15
ub16
ubl14

ub13 Muestras suelo
ub7 plantacion
ubl7 palma
ub6 africana
ubl10
ub2
ub5
ub3
ub8
ub4 Muestras suelo
ubll Mindo
ub12 Nambillo
ubl
ub9
Nota: ub=unknown bacteria
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Figura 2. Halos fluorescentes en medio con rodamina £, luz UV 350 nm

Los microorganismos productores de lipasa aislados en medio mineral, fueron
cultivados en agar nutriente y observados al microscopio después de una tincién

Gram con el objetivo de identificar su naturaleza y morfologia (Tabla 7)

Tabla 7. Resultados tincién Gram
Cddigo Morfologia Gram Codigo  Morfologia Gram

ubl Coco + ub10 Bacilo -
ub2 Bacilo - ubl1l Coco +
ub3 Bacilo + ubl12 Coco +
ub4 Coco - ub13 Coco +
ub5 Coco + ubl4 Coco -
ub6 Bacilo + ub15 Coco +
ub7 Coco + ubl16 Bacilo +
ub8 Bacilo + ub17 Cocobacilo -
ub9 Coco +
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4.2 Seleccion de microorganismos con mejor produccion de lipasa

La seleccién de microorganismos de mayor produccién de lipasa se realizd
mediante el ensayo que se describe en Kouker y Jaeger (1987). Los aislados
con mayor halo de fluorescencia (figura 3) se tomaron como referencia para

determinar una mejor produccion de enzima lipasa.

Figura 3. Halos fluorescentes producidos por actividad lipolitica

en placas Petri con rodamina

Los datos de la medicién del halo de rodamina de cada uno de los aislados
sugiere que los aislados producen lipasa, sin embargo, unos aislados producen

mayores halos de rodamina que otros (Tabla 8).



19

Tabla 8. Promedio y varianza de los valores de halos de rodamina Bgenerados por los
sobrenadantes de los aislados bacterianos medidos en milimetros

Aislados Promedio Varianza

(mm)
ubl 3,67 1,44
ub2 4,22 0,70
ub3 2,22 0,59
ub4 2,56 0,15
ub5 2,78 0,04
ub6 2,33 0,11
ub7 3,22 0,26
ub8 5,00 0,33
ub9 2,33 0,11
ub10 3,33 0,00
ub11l 2,56 0,04
ub12 2,11 0,26
ub13 3,00 0,11
ub14 7,44 1,15
ub15 7,78 0,93
ub16 2,33 0,00
ubl17 7,56 0,70

El analisis ANOVA arroj6 que existen diferencias significativas entre cada uno de

los aislados con respecto a la variable “actividad lipasa” (Tabla 9).
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Tabla 9 Analisis ANOVA de la actividad lipasa entre cada uno de los aislados (a = 0.05)

F critico
Aislados 185,92 16 11,62 28,52** 0,00 1,95
EE 13,85 34
0,41
Total 199,77 50

Nota: ** Altamente significativo

Estos resultados sugieren que existen aislados que producen mas enzima, o la

enzima que producen tiene mayor actividad. La prueba de Tukey al 95% de

confianza determind la presencia de 3 grupos de significancia en funcion de la

variable “actividad lipasa” (Tabla 10) dentro de los cuales se agruparon los

aislados con mayor y menor actividad respectivamente (Figura 4).

Tabla 10. Grupos de significancia obtenidos mediante la prueba de Tukey (a = 0.05)

Promedios Grupos de

Aislados (mm) significancia*
ub15 7,78 a
ub17 7,56 a
ub14 7,44 a

ub8 5,00 b
ub2 4,22 b
ubl 3,67 b
ub10 3,33 b
ub7 3,22 b
ub13 3,00 bc
ub5 2,78 bc
ub4 2,56 bc
ub11 2,56 bc
ub16 2,33 bc
ub6 2,33 bc
ub9 2,33 bc
ub3 2,22 bc
ub12 2,11 bc

Nota: *HSD = 1.92
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Figura. 4. Actividad lipasa obtenida de los aislados bacterianos

La diferencia de la produccion de lipasa es muy visible como se puede observar
en la Tabla 10 donde los halos de fluorescencia producida por la rodamina g y
los &cidos grasos liberados por la lipasa demuestran que son los aislados de las
muestras de suelo de palma africana lo de mayor diametro de halo, donde ha
existido un mayor contacto del medio con fuentes de lipidos como son los frutos
de la palma africana y factores como el proceso de cosecha ha hecho que estos
microorganismos usen como fuente de carbono a los lipidos que se puede
obtener en el medio, resultando e grupo a conformado por los microorganismos
ub15, ub17 y ub14 los de mayor produccion en las condiciones efectuadas el

ensayo.

Como lo documenta Alarcon y colaboradores en 2008 un factor a considerar para
la obtencion de un microorganismo produzca lipasa es la composicion del medio.

Es por tal motivo que se observa la diferencia en la actividad lipolitica. Al
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observar los datos de las cepas que tienen mayor produccion de actividad
enzimatica resultan de las muestras de suelo de la plantacion de palma africana,
donde a diferencia del suelo del bosque de Mindo — Nambillo que en su mayoria
no tiene un contacto con el trabajo del hombre. En la plantacion se produce una
contaminacion con pequefias cantidades de grasas por la cosecha permanente
de esta planta que produce aceites. Esta contaminacién es por el contacto mas
estrecho con el humano y sus obras. Asi también se puede nombrar el hecho de
gue existan plantas o semillas de plantas que permanecen en contacto directo
con el suelo ambientando a los microorganismos de esta zona, los cuales

segregan mas lipasa para su crecimiento (Abrunhosa, L. Et al 2011).

La diferencia de condiciones del habitat de donde se realiz6 el muestreo de suelo
por su ubicacién, temperatura, composicion del suelo, altura, cantidad de agua;
considerando que el bosque de Mindo-Nambillo es una zona lluviosa, puede ser
un efecto a considerar para que exista esta diferencia de produccién entre los
aislados de la zona de Mindo-Nambillo y la de Puerto Quito que al tratarse de un
suelo mas fértil por ser un cultivo comercial y existe una mayor incidencia de la
mano humana en su composicién pudo adaptar a estos aislados a producir mas
cantidad de lipasa o0 una enzima con mejor actividad que los aislados obtenidos
del suelo del bosque de Mindo—Nambillo. Como describe en su estudio Diez y
colaboradores la composicion del medio puede incrementar la segregacion de

enzima lipasa para el desarrollo del microorganismo.

Como se puede observar en la tabla 10 podemos diferenciar tres grupos muy
marcados por la cantidad de actividad que posee la lipasa que produce. Los
factores que pueden influir en estos resultados son la temperatura, tiempo de
incubacion, composicion del medio, inductor de la enzima; pues como se trata
de varios microorganismos y se conoce que no todos los microorganismos
comparten condiciones optimas de crecimiento y produccion se puede esperar
una produccién de enzima o una enzima de similares actividades (Garcia, M.
2005)
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4.3ldentificacion de microorganismos productores de lipasa

Se realiz6 en total pruebas bioquimicas con tres repeticiones a los 17 aislados
productores de lipasa, se registro el resultado de cinco bacterias que obtuvieron
replicas en sus repeticiones, no asi los aislados restantes que no se replicaron

sus resultados.

Tabla 11. Identificacion por prueba bioquimica.

Aislado Microgen
GNID+A
Ubl Kleibsiella azaenae
Ub2 Kleibsiella azaenae
Ub5 Enterobacter aglomerans
Ub7 Enterobacter aglomerans
Ub9 Acinetobacter haemolyticus

En un analisis preliminar, se pudo determinar que todos los aislados sometidos
a las pruebas de identificacion corresponden a miembros de la familia
Enterobacteriaceae, la cual se documenta que este tipo de microorganismos se
localizan en el suelo, agua y vegetacion como también se encuentran en la flora

intestinal de animales y el ser humano (Garcia y Rodriguez, 2010).

Varios estudios demuestran que las enterobacterias son microorganismos
productores de lipasa, con grandes aplicaciones dentro de la industria
biotecnolégica (Farrokh, P., Yakhchali, B., & Karkhane, A. A. 2014)

En cuanto a las muestras individuales, los aislados UB1 y UB2 coincidieron en
su identificacion tratandose muy problablemente de Kleibsiella sp. Un estudio
previo realizado por Odeyemiy colaboradores en (2013) documenta la presencia
de actividad lipolitica de aislados del género Kleibsiella en muestra de agua.
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El género Kleibsiella se puede encontrar como residente de la flora intestinal de
animales y el ser humano, pero también en agua, suelo, efluentes industriales y
vegetacion. Por tratarse de un microorganismo saprofito se puede aprovechar
sus beneficios de control, remediacion y produccion enzimatica la cual esta
controlada por las condiciones de crecimiento y la composicion del medio en el
que se desarrolla controlando su naturaleza patégena (Yurbis, L., Inojosa, A.,
Malaver, N., y Naranjo L., 2009).

En las muestras UB5 y UB7 concuerdan los resultados de las pruebas
bioquimicas. Estos resultados sugieren la posibilidad de que se ubiquen dentro
del género Enterobacter. Se ha documentado en estudios previos realizados por
Farrokh y colaboradores (2014) que Enterobacter sp es un microorganismo
productor de lipasa en condiciones similares a las que se realiz6 en la presente

tesis, por lo cual se podria afirmar la presencia de Enterobacter en los aislados.

El género Enterobacter como los demas microorganismos identificados en este
trabajo es un microorganismo saprofito, que se lo encuentra en materia organica
muerta, produciendo infecciones oportunistas; sabiendo controlar su
patogenicidad se ha logrado aprovechar este género para procesos
Biotecnoldgicos en la produccion de enzimas, biodegradacion de ambientes
contaminados y como biocontrol (Gonzalez, Bautista, Molina, Simarro, Vargas y
Flores, 2013).

La muestra UB9 el resultado de la prueba bioquimica la coloca en el género
Acinetobacter sp. El género Acinetobacter como lo describe Sarac, N. y Ugur,
A. (2016) es un microorganismo que se lo ha logrado aislar de tratamientos para
agua de desecho, produciendo una capa en la superficie que ayuda la
eliminacion de residuos de aceite. El género Acinetobacter produce lipasa en
presencia de aceite vegetal en su medio de crecimiento, el cual es aprovechado
en la industria al tratarse de un género que tiene una produccion extracelular de

la enzima. (Jaturong Pratuangdejkul, Saovanee Dharmsthiti, 2000)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501300800439
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501300800439
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Ademas, se debe recalcar que al ser aislados obtenidos de un proceso de
bioprospeccion y al considerar el universo microbiano, muy probablemente se
traten de especies nuevas, por lo cual su identificacibn mas precisa se la podria
realizar mediante pruebas complementarias de tipo bioguimicas y de ser posible
mediante pruebas moleculares como por ejemplo con la secuenciacién del 16s
rDNA.

Con respecto a las muestras que no se pudieron identificar, se asume que la falta
de la réplica en los resultados de las pruebas bioquimicas se asume que se debe
a que las colonias no se encontraron suficientemente puras el momento de
realizar las pruebas o debido a que se el uso de equipos de laboratorio
compartidos con docencia para la incubacion para los cultivos y las pruebas de
identificacion provoco contaminacion exdgena en el momento de incubar los

cultivos o al realizar las pruebas bioquimicas.

4.4 Conservacion de microorganismos productores de lipasa.

Se almaceno los 17 aislados obtenidos en crioviales para su conservacion a
temperatura -80°C controlados en crioviales con glicerol al 30%, estudios previos
sugieren esta forma de conservar la viabilidad de las bacterias durante mucho
tiempo, previniendo mutaciones y manteniendo el cultivo en bueno estado.
(Lapage, S.P.; Shelton, J.E.; Mitchell, T.G. and Mackenzie, A.R., 1970).
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CONCLUSIONES

Se identificaron cinco microorganismos mediante pruebas bioquimicas. Todos
los microorganismos parcialmente identificados se han encontrado en estudios
previos y las referencias bibliograficas sugieren que dichos microorganismos son
productores de lipasa, dependiendo de la composicién del medio y condiciones

de crecimiento.

Se obtuvieron microorganismos productores de lipasa a partir de las muestras
compuestas del suelo de la zona de Mindo Nambillo (8 cepas) y del suelo de una
plantacién de palma africana en la zona de Puerto Quito (9 cepas), los cuales
fueron aislados mediante un medio mineral selectivo con aceite vegetal como

fuente de carbono.

Se seleccionaron los microorganismos productores de lipasa clasificandolos en
tres grupos segun la produccion de enzima, clasificacion que sera de utilidad
para poder determinar las condiciones Optimas de crecimiento y produccion de
las enzimas, ya que estos son factores que influyen en la calidad y cantidad de

enzima que produce un microorganismo.

Se identificaron mediante kit de pruebas bioquimicas cinco microorganismos los
cuales cuatro de ellos probablemente pertenecen a la familia Enterobactereae y
uno al género Acinetobacter, todos ellos con estudios previos que documentan
produccion de lipasas. Debido a la inconsistencia de las réplicas en los
resultados de las pruebas bioquimicas en el resto de los aislados se asume que
existi0 contaminacion exogena en los cultivos o en las pruebas mismas el

momento de la incubacion.

Por tener dos muestras de suelo de diferente procedencia, concentracion de
desechos organicos, desechos lipidicos, temperatura, pH del suelo y
temperatura se encontraron grupos de microorganismos con diferente actividad

enzimaética.
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Se conservo la cantidad de 17 aislados productores de lipasa en el presente
trabajo a una temperatura de -80 °C, los cuales se encuentran almacenados en

las instalaciones de la Universidad de las Américas.
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RECOMENDACIONES

Realizar una identificacion mediante secuenciacion del 16s rADN de los aislados
gue se encuentran almacenados en el laboratorio para una identificacion

complementaria a los datos obtenidos en la presente tesis.

Elaborar un estudio de aislamiento de microorganismos productores de lipasa,
con un medio selectivo con otra composicion que permita un crecimiento mas

variado de microorganismos productores de lipasa.

Realizar andlisis de la composicién de suelo del cual proviene las muestras para
observar si hay factores determinantes en la produccion de lipasas y demas

enzimas.

Realizar estudios de composicion de medios de crecimiento, para optimizar el
proceso de produccién de enzima lipasa variando ademas factores como

temperatura, pH del medio e inductor de lipasas.

Efectuar estudios de bioprospeccion para los aislados que se pudo obtener en la
presente tesis, asi como también estudios de caracterizacion de las lipasas
producidas por éstos, con el fin de realizar pruebas a nivel de laboratorio y de

ser posible una produccion piloto de lipasas.

Realizar ensayos para determinar si los microorganismos son productores de
enzima intra o extracelular como también métodos de purificacion de la enzima
producida por los aislados para efectuar ensayos de caracterizacion de la

enzima, inmovilizacion de la enzima y optimizacion de su uso.
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ANEXO 1. Microgen ID+A - Instrucciones de uso

PROCEDIMIENTO — LECTURA Y ADICION DE REACTIVOS

Tira GN A

1. Quitar la cinta adhesiva y anotar todas las reacciones positivas con la
ayuda de la carta de color (incluida). Anotar los resultados en la hoja de
resultados proporcionada.

2. Afadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

a) Afadir 2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8. Leer y anotar los
resultados después de 60

segundos. Formacion de color rojo indica un resultado positivo.

b) Afadir 1 gota del reactivo VP |y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10 y
leer y anotar los resultados tras 15-30 minutos. La formacién de un color
rosa / rojo indica un resultado positivo.

c) Anadir 1 gota del reactivo TDA al pocillo 12 y leer después de 60
segundos. La formacion de un color rojo cereza indica un resultado
positivo.

3. Hacer el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después de leer y anotar
el resultado del test ONPG. Afiadir 1 gota del reactivo Nitrato A y una gota
del reactivo Nitrato B al pocillo y leer después de 60 segundos. El
desarrollo de color rojo indica que el nitrato ha sido reducido a nitrito. Si el
pocillo 7 se mantiene amarillo o incoloro después de la adicion de los
reactivos nitrato, afadir una pequefa cantidad de polvo de zinc. Esto

indicara si el nitrato ha sido completamente reducido a nitrégeno gas.

Ej. Después de la adicion del Nitrato A + B:
Rojo = Positivo

Incoloro / amarillo = Negativo
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Después de la adicion de polvo de zinc:
Incoloro / amarillo = Positivo
Rojo = Negativo
4. Anotar estos resultados adicionales en la hoja de resultados

proporcionada.

IDENTIFICACION

En la hoja de resultados de Microgen GN-ID A+B, los substratos se han
organizado en tripletes (sets de 3 reacciones) y se ha asignado un valor numérico
a cada substrato (1, 2 0 4). La suma de las reacciones positivas para cada triplete
da lugar a un unico digito, el Perfil numérico, que se utilizara para determinar la
identidad del organismo aislado. El Perfil numérico se introduce en el Software
Microgen Identification System (MID-60), que genera un informe de los cinco
microorganismos mas parecidos en una base de datos selectiva.

El software proporciona una identificacion basada en probabilidad, en % de
probabilidad y en el parecido con un andlisis de la calidad de la diferenciacion.
La definicibn completa de estos términos y la explicaciébn de su utilidad e
interpretacion la encontrard en el manual de ayuda proporcionado con el

software.

Nota: Para organismos oxidasa positivos (miscelanea de bacilos Gram.
negativos):

e Considerar las reacciones débiles como negativos
e Los resultados para la oxidasa, la reduccién de nitrato y la movilidad se

deben incluir para dar lugar a un Perfil numeérico de 9 digitos
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Ejemplo de Hoja de Resultados

MICROGEN GN-ID A+B PANEL
REPORT FORM
e l Somciven Voo (st e SpnDLNCA
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ANEXO 2. Resultados pruebas bioquimicas

UB1

Results Entry G sl =W
= ORM + ONP S
Test System | Microgen GNA - o G125 = |ND

+ GLU + R

Octal Code (4750 + MAN - WP

Prezz ENTER ta Calculate |dentification Lyzine Decarboxylaze

Identification Analysis

K.ozaenae K. prieumoniae E.coli-inactive H.alvei K. oxptoca

Select ID Choice
Probability 1749 1/2.781 1/5.458 110,657 1/46.035
Percent Probability 96.65% 1.69% 0,86% 0.44% 01%
Likelihood FAx 0,04% 0.14% 0.02% <0.01%
Human Isclate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against

Test 1 UR [10%) WP [98%) UR 1) ORM [29%) IND [33%)

Test 2 CIT [98%) IND [20%) UR [4%) W [95%)

Test 3 WP [85%) CIT [95%)]
Additional Tests - g e i J

Acid from Adonitol 97x 0% 3% 0% 99z

Malonate Utilization = 93% 0% 50% 98%

Wotility (37C) 01% 0% 5% 85% 01%

Acetate Utilization 2% 9% 40% 15% 0%

Methyl Red 98% 10% 95% 40% 20%
Additional Comments 7

Identification Comments
Acceptable Identification of Klebsiella ozaenae
The strain is not typical (one or maore tests may be against), although itis well separated fram other suggested identification choices

Additional Comments
s Previously the Alkalscens Dispar (ADO) Group



uB2

Results Entry U Rl =
— ORM + OMP — TDa
Test System | Microgen GHA - — Hz5 = IND
+ GLU = UR
Octal Code (4741 +MAN WP
Press ENTER to Caloulate |dentification Lyzine Decarbosylase

Identification Analysis

K.ozaenae E cali-inactive H.alvei 5. liquefaciens E.coli

Select ID Choice

Probabity Klebsiella ozaenae |70 1/444 1/3.384 145167

Percent Probability 89.8% a.82% 1.1% 014% 0,05%
Likelihood BB.67% 13.64% 0.36% 0,042 0.02%
Human lzolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests againzt
Test 1 IMD» [80%) ORM [28%) ORN [35%) IMD [93,9%)
Test2 WP [85%) WP [93%) ORM [285%]
Test 3 CIT [30%]
Additional Tests < < ~ + <
Motility (37C) 01% {4 g5k 95% 95%
Gelatin Liguefaction 0.1% 01z 1% 90% 01%
Acid from Adonitol 97% 3% 1 5% {4
Acid from Sorbitol 65% Fiir 1% 95% 94%
Additional Comments 7 12

Identification Comments
Very Good Identification of Klebsiella ozaenae
The strain is probably typical and is moderately well separated from other suggested identification choices

Additional Comments

7. Previously the Alkalscens Dispar (ADO) Group
12. Previously Enterchacter liguefaciens. Int. J. Syst. Bacteriol. (1973) 23 : 217-225



uUB5

Results Entry —Lys AL - 07
= (Al + ONP = TDA
Test Syztem | Microgen GMA - - H25 — IND
+ GLU = LT
DctalCode 0744 +MAN WP
Prezz ENTER to Calculate Identification Lyzine Decarboxylase
Identification Analysis
E.agglomerans 5. rubidasa E.zakazakii K. ozashas 5 liquefaciens
Select ID Choice
Probability 17 1/46 1/2.540 1/3.607 1/4.840
Percent Probability 86.81% 12.6% 0.23% 016% 0i2%
Likelihood 100% 4.31% 01 0% 0.03%
Human Isolate Yes Yes Yes ‘es Yes
Tests against
Test 1 CIT [95%) CIT [99%) WP (01%) LS (95%)
Test 2 ORM (31%) OFRM [95%)
Test 3 CIT [90%]
Additional Tests - ‘/ -+ - +
Gelatin Liguefaction 2% a0% 01 0% 0%
Acid from Adonitol 7% 99% 0.1z 97% Bz
Malonate Utilization 65% 94% 18% 3% 2%
Arginine Dihydrolaze 01x 0% SRR B 01%
Additional Comments 13 B 12

Identification Comments

Yery Good Identification of Enterobacter agglomerans
The strain is very typical and is moderately well separated from other suggested identification choices

Additional Comments

B Original citation: Int. J. Syst. Bacterial. (1980) 30 : 569-554

&, Previously Enterobacter liguefaciens. Int. J. Syst. Bacteriol. (1973) 23 217-225
13 Original citation: Int. J. Syst Bacteriol. (1973) 23 217-225



uB7

Results Entry —Lys AL - 07
= (Al + ONP = TDA
Test Syztem | Microgen GMA - - H25 — IND
+ GLU = LT
DctalCode 0744 +MAN WP
Prezz ENTER to Calculate Identification Lyzine Decarboxylase
Identification Analysis
E.agglomerans 5. rubidasa E.zakazakii K. ozashas 5 liquefaciens
Select ID Choice
Probability 17 1/46 1/2.540 1/3.607 1/4.840
Percent Probability 86.81% 12.6% 0.23% 016% 0i2%
Likelihood 100% 4.31% 01 0% 0.03%
Human Isolate Yes Yes Yes ‘es Yes
Tests against
Test 1 CIT [95%) CIT [99%) WP (01%) LS (95%)
Test 2 ORM (31%) OFRM [95%)
Test 3 CIT [90%]
Additional Tests - ‘/ -+ - +
Gelatin Liguefaction 2% a0% 01 0% 0%
Acid from Adonitol 7% 99% 0.1z 97% Bz
Malonate Utilization 65% 94% 18% 3% 2%
Arginine Dihydrolaze 01x 0% SRR B 01%
Additional Comments 13 B 12

Identification Comments

Yery Good Identification of Enterobacter agglomerans
The strain is very typical and is moderately well separated from other suggested identification choices

Additional Comments

B Original citation: Int. J. Syst. Bacterial. (1980) 30 : 569-554

&, Previously Enterobacter liguefaciens. Int. J. Syst. Bacteriol. (1973) 23 217-225
13 Original citation: Int. J. Syst Bacteriol. (1973) 23 217-225



Specimen Details Date | 29/01/2016 Hotes
Lab Ref.
Mame
Specimen Type -
Source [ward/location) -
Results Entry LS —wyL o+ T
+ ORM = ONP = TDA
Test Spztem | Microgen GNA hd — H25 — IND
— GLU - UR
Octal Code [5002 — MAN - WP
Press ENTER to Calculate [dentification Lyzsine Decarbosylase
Identification Analysis
A_haemolyticus A, baurnannii A waokfii 5. Choleraesuis S marcescens
Select ID Choice
Probability 1728867 1/768.489 1/2.761.099 1/21.179.391 < 1/100,000,000
Percent Probability 95.27% 358% 1% 013% 0.02%
Likelihood <0.01% <0.0% <0.01% <0.01% <00%
Human Isolate Yes Yes Yes es Yes
Tests against
Test 1 ORN (0.1%) GLU[39.9%) ORN [0,1%) GLU [39.9%) GLU [39.9%)
Test 2 CIT [(9%) 2rL[97%) CIT [0.1%) MaM [98%) Ak [39%)
Test 3 ORM [8%] L [98%) WP [98%)
Additional Tests - o o -~ J
Acid from Sorbitol 01% 0.1% =174 93%
Malonate Utilization 01% 98% 1 0.1% 3%
Gelatin Liguefaction 0.1% 0.1% 1% 01% 0%
Additional Comments 3 1 2 1

Identification Comments

Acceptable Identification of Acinetobacter haemolyticus

The strain is nottypical (multiple tests are against), although itis highly separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROWE THE IDENTIFICATION.

|solate is GLUCOSE MNEGATIVE - itis recommended thatywou check that itis not O<IDASE FOSITIVE

Additional Comments

Z Glucose negative, non haemaobdic Acinetobacter sp. perform nitrate () and motilite(-)
3. Glucose negative, haemolytic Acinetobacter sp. perfarm nitrate(-) and motility(-)
11. Salmonella cannot be fully identified using biochemistry alone. Ferform Polywalent '0" and 'H' slide agglutination tn canfirm,

and seratype Comments
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