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RESUMEN

El agua es un recurso vital no solo para la vida sino para el desarrollo sostenible.
Por otro lado, el consumo de agua del sector pecuario es elevado y ademas
produce grandes volumenes de aguas residuales ricas en nutrientes. El redso y
valorizaciéon del agua residual pecuaria emerge como alternativa para la
sostenibilidad ambiental y la preservacion de los recursos naturales. En esta tesis
se realiz6 una investigacion sobre vias de tratamiento terciario de aguas residuales
provenientes del sector pecuario, la reutilizacion del agua y la valorizacion de los
nutrientes resultantes para diferentes aplicaciones. Los residuos concentrados
obtenidos en los productos finales de este tratamiento demostraron poder ser
valorizados mediante tratamientos adicionales con microorganismos, entre los
cuales fue posible identificar bacterias lacticas no patdogenas para el ser humano.
Estas bacterias son altamente promisorias para la produccion de bioproductos en
la agroindustria y la industria farmacéutica, pero todavia exigen mayor
investigaciéon y desarrollo tecnologico para poder ser implementadas a nivel
industrial. Como la Antartida es reconocida por albergar microorganismos
adaptados a condiciones extremas, las bacterias lacticas presentes en el medio
pueden tener muchas de sus aplicaciones y alcances potenciales que todavia no
han sido explorados. En este estudio, se procedio al aislamiento e identificacion de
diferentes cepas de bacterias lacticas a partir de diversas matrices ambientales
antarticas. Se identificaron especies como Lactobacillus brevis, Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus, Weissella confusa,
Enterococcus durans y Enterococcus faecium. En particular, Weissella confusa
presentd un alto nivel de tolerancia ambiental, creciendo Optimamente en 2-4%
NaCl, 25-35°C y pH de 6,0 a 7,0. Una alta hidrofobicidad indica su potencial uso en
la remediacién biolégica de suelos y aguas contaminadas. Por otro lado, se evalu6
el potencial de diferentes cepas para ser utilizadas en la bioconversion de purines

de cerdo cuando se mezclan con suero de queso, ademas de su posible uso com
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biofertilizante. La seleccion se basa en su potencial capacidad antimicrobiana,
hidrofobicidad, produccion de exopolisacaridos y demanda quimica de oxigeno. El
producto de fermentacion se sometié a andlisis fisicoquimico y microbiolégico y un
ensayo de fitotoxicidad con semillas de rabano (Raphanus sativus). Como
resultado, Pediococcus pentosaceus y Enterococcus faecium mostraron ser utiles
para inhibir patégenos, producir exopolisacaridos y promover el crecimiento de las
semillas de rdbano. Los metabolitos bacterianos y la biodisponibilidad de nutrientes
después de la fermentacién pueden causar un efecto bioestimulante sobre las
plantas, promoviendo su uso en la industria del biofertilizante. Finalmente, este
estudio demostré que algunas de las bacterias lacticas presentes en la Antartida
presentan alto potencial en la valorizacién de las aguas residuales agropecuarias.
A partir de este estudio se podrian realizar mas investigaciones que permitan
optimizar la implementacién de estas bacterias a nivel industrial para, de esta

forma, poder hacer una economia circular mas eficiente y sostenible.
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ABSTRACT

Water is a vital resource not only for life but also for sustainable development. On the
other hand, water consumption in the livestock sector is high and also produces large
amount of wastewater rich in nutrients. The reuse and valorization of livestock wastewater
emerges as an alternative for environmental sustainability and the preservation of natural
resources. In this thesis, research was carried out on tertiary treatment of wastewater from
the livestock sector, the reuse of water and the valorization of the resulting nutrients for
different applications. The concentrated residues from the final products of this treatment
proved to be recoverable through additional treatments with microorganisms, among
which it was possible to identify lactic bacteria that are not pathogenic for humans. These
bacteria are highly promising for the production of bioproducts in the agroindustry and
pharmaceutical industry, but still require much more research and technological
development to be implemented at an industrial level. Antarctica is known on its own
microorganisms adapted to extreme conditions; specially, the lactic acid bacteria present
in the environment may have many potential applications and scopes that have not yet
been explored. In this study, we proceeded to isolate and identify several strains of lactic
acid bacteria from different Antarctic environmental matrices. Species such as
Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus
pentosaceus, Weissella confusa, Enterococcus durans and Enterococcus faecium were
identified. In particular, Weissella confusa showed a high level of environmental tolerance,
growing optimally in 2-4% NaCl, 25-35°C and pH 6.0 to 7.0. A high hydrophobicity
indicates its potential use in biological remediation of contaminated soil and water. On the
other hand, the potential of different strains to be used in the bioconversion of pig slurry
when mixed with cheese whey was evaluated, in addition to their potential use as a
biofertilizer. The selection was based on their potential antimicrobial capacity,
hydrophobicity, exopolysaccharide production and chemical oxygen demand. The
fermentation product was assessed by physicochemical and microbiological analysis and
a phytotoxicity test with radish (Raphanus sativus) seeds. As a result, Pediococcus
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pentosaceus and Enterococcus faecium were able to inhibit pathogens, producing
exopolysaccharides and promoting the growth of radish seeds. Bacterial metabolites and
nutrient bioavailability after fermentation can cause a biostimulant effect on plants,
promoting their use in the biofertilizer industry. Finally, this study demonstrated that some
of the lactic acid bacteria present in Antarctica have a high potential for the valorization of
agricultural wastewater. Based on this study, more research should be carried out to
optimize the implementation of these bacteria at an industrial level in order to achieve a

more efficient and sustainable circular economy.
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CAPITULO I: Introduccién

1. Introduccién

La agroindustria en Chile es un pilar clave de la economia, representando el 11% del PIB
y generando mas de 800.000 empleos (Universidad Tecnoldgica Metropolitana, 2020).
Gracias a su clima mediterraneo en la zona central, Chile posee una ventaja competitiva
Unica, permitiendo una cosecha en contra estacién que favorece la exportacion. Esta
condicion no solo fortalece la produccion interna, sino que también impulsa la
diversificacién de mercados y el abastecimiento constante de la industria agroalimentaria
(Valenzuela, 2022).

El sector pecuario es una actividad agroindustrial relevante, ya que en los ultimos treinta
afios se ha observado un notable crecimiento en la produccién ganadera intensiva, es
decir, de animales criados en confinamiento (ODEPA, 2019a). Dentro de la produccién
agropecuaria, uno de los sectores que mas resalta es la industria porcina debido a la
transformacién que ha tenido. Esta produccién se debe al modelo de integracién vertical
(Aguirre Brockway, 2021), proceso que se desarrolla en tres fases: reproduccion, crianza
y engorda, pudiendo realizarse en sitios separados o en un solo establecimiento. A los
130 kg, los cerdos son faenados, procesados y distribuidos segun las exigencias del
mercado, tanto nacional como internacional (Molinari Calle, 2021).

Al mismo tiempo, la poblacién de animales por granja ha aumentado, dando lugar a una
mayor concentracion de residuos en pequefas areas. Esta concentracién de animales
produce un alto estrés ambiental debido a la generacion de residuos, como lo son los
purines, los cuales contienen restos alimenticios que no han sido digeridos, asi como
también microorganismos patdégenos y residuos de drogas antimicrobianas que son
administradas a los cerdos; por tanto, se componen de una fraccion sélida y una liquida,
la cual presenta variabilidad segun la digestion, raciones, edad de los animales, cantidad
de alimento perdido, volumen de agua desechada y agua usada para la limpieza del

plantel (L6pez-Pacheco et al., 2021). La fraccion liquida del purin contiene principalmente



nitrogeno en forma de diversos compuestos, tales como amonio, compuestos de amonio
y nitratos, ademas de materia organica (He et al., 2019).

Por otro lado, la fraccién solida se compone mayoritariamente por compuestos fosforados
inorganicos, ademas de compuestos organicos (Li et al., 2020a). Ademas, se han
encontrado elevados niveles de poblaciones microbianas en los purines de cerdo,
incluyendo coliformes, Escherichia coli y Salmonella sp. Dichos microorganismos tienen
una gran importancia cuando se considera la bioseguridad humana y animal (Lopez-
Pacheco et al., 2021).

A modo de ejemplo, si se tienen en consideracion 5,4 millones de cabezas de cerdo en
Chile, las cuales poseen una masa promedio de 101 kg (Aguirre Brockway, 2021), cada
afo se generaran aproximadamente 48 millones de m3 de purines, los cuales contienen
mas del 90% de agua, lo que hace indispensable un manejo adecuado y su correcta
disposicion.

Al respecto, la expansion de la industria porcina en Chile ha generado serios conflictos
ambientales, especialmente en la Region del Maule, debido a la contaminacion del aire y
el agua por desechos y emisiones de las granjas. Esto no solo deteriora el ecosistema,
sino que también afecta la salud de las comunidades locales, causando enfermedades
respiratorias y estrés psicoldgico (Mufioz-Quezada et al., 2024). Segun ChilePork (2022),
el consumo total de agua de la industria porcina corresponde a 12,5 millones de m?3 al
afo, de los cuales 10,2 millones son utilizados en planteles de cerdo y 2,3 millones en
faenadoras. Del agua extraida, el 67% se convierte en aguas residuales del proceso y
solo un 33% corresponde a consumo. Ademas, el vertido de aguas residuales con
nitrégeno y fésforo agrava la eutrofizacion, problema que podria mitigarse con
fitorremediacion, aunque su aplicacion masiva aun es limitada (Loépez-Pacheco et al.,
2021).

1.1. Escasez hidricay pérdida de tierras agricolas

Desde la década de 1980, el consumo de agua ha aumentado constantemente a nivel
global y se espera que continde en ascenso hasta 2050, con una variacion estimada de



entre un 20 y 30% por encima del nivel actual, impulsada principalmente por el aumento
de la demanda industrial y doméstica (ONU, 2024). Actualmente, mas de 2.000 millones
de personas habitan en regiones con escasez severa de agua, mientras que alrededor
de 4.000 millones enfrentan un déficit critico al menos un mes al afio, una problematica
gue podria agravarse debido al aumento en la demanda y los efectos del cambio climatico
(ONU, 2024). Ademas, se estima que 385 millones de personas dependen de sistemas
hidricos sometidos a estrés (Lee y Jepson, 2020), y para 2050, mas de 993 millones
viviran en ciudades con escasez permanente de agua, mientras que 3.100 millones
podrian verse afectados por esta situacion pese a los avances en infraestructura (Lee y
Jepson, 2020; ONU, 2024).

Se prevé que la escasez mundial de agua implique riesgos grandes para la sociedad en
términos econdmicos y sociales en los préximos afios (Tong et al., 2024, ONU, 2024). Lo
anterior guarda relacion con lo referente a desequilibrios hidricos que se producen a largo
plazo, cuando el nivel de la demanda de agua se ve superado por la disponibilidad y el
suministro natural de agua. Asi, el incremento en el uso del recurso hidrico por causas
demograficas y econdmicas es el principal impulsor de la escasez de esta en muchas
partes del mundo (Tong et al., 2024). Actualmente, factores como el crecimiento de la
poblacién, la rapida urbanizacién, una mayor contaminacion del agua y el aumento de la
demanda de esta debido al mayor crecimiento econémico estan ejerciendo una presion
considerable sobre los recursos hidricos disponibles (Azadi et al., 2025).

A nivel nacional, Chile no esta exento de esta problematica global, ya que durante 12
afios consecutivos las precipitaciones han estado bajo el promedio climatoldgico,
provocando que dicho territorio se encuentre afectado por lo que se ha denominado
"megasequia” (Centro de Ciencia del Climay la Resiliencia, 2015). En 2019 se completo
una década de este fendmeno, promediando un déficit de lluvias de entre el 25y 30% en
gran parte de Chile Central (Garreaud et al., 2020).

Por otra parte, el inminente avance del fendmeno de sequia en Chile que se prevé para

las proximas décadas, estd generando un cambio en la conducta de todos los



consumidores de agua del pais. Ya existe evidencia acerca de los conflictos econémicos
y sociales que se viven en el pais en torno al tema hidrico (Urquiza y Billi, 2020).

La creciente escasez de agua en Chile, exacerbada por el cambio climético y el uso
intensivo de recursos hidricos, no solo afecta la disponibilidad de agua potable, sino que
también agrava los problemas de contaminacion en los cuerpos de agua. Esta situacion
tiene consecuencias directas para la agricultura, especialmente en éareas de alta
produccién como la cuenca del rio Aconcagua, alli la actividad agricola ha deteriorado la
calidad del agua, afectando ecosistemas acuaticos y elevando parametros como la
materia organica, el pH y la presencia de coliformes (Fierro et al., 2021). Este deterioro
impacta la fertilidad del suelo y la productividad agricola, evidenciando cémo el uso
intensivo de la tierra sin regulaciones adecuadas compromete su sostenibilidad a largo
plazo.

Como ya se mencionaba anteriormente, la industria porcina en Chile, ha generado
conflictos ambientales de gran magnitud debido a la contaminacién del agua y el aire
ocasionada por los desechos y emisiones de las granjas porcinas. No obstante, estos
problemas no solo impactan negativamente la salud de las comunidades locales, sino
gue también afectan la sostenibilidad agricola, ya que el uso insostenible del agua y la
contaminacion de los cuerpos acuaticos contribuyen a la pérdida de tierras agricolas. La
falta de practicas sostenibles y la gestion inadecuada de los recursos naturales agravan
la situacion, deteriorando aun mas los ecosistemas y comprometiendo la productividad
agricola de la zona (Mufioz-Quezada et al.,, 2024). Ademas, en la cuenca del rio
Cachapoal, la presencia de pesticidas y sus productos de degradacién en el agua
superficial representa otro factor de riesgo para los recursos hidricos, afectando la calidad
del agua utilizada en la agricultura y poniendo en peligro la disponibilidad de recursos
esenciales para el riego y la produccién agricola (Climent, et al., 2019).

En relacion con lo anterior, el estudio del Centro de Informacion de Recursos Naturales
(CIREN,2024) indica que mas del 56% de los suelos entre las regiones de Coquimbo y
Los Lagos estan en estado de degradacion, afectando la productividad agricola y la

seguridad alimentaria. Ademas, la pérdida econdmica asociada a la erosion de estos



suelos se estima en 42 mil millones de pesos (Fundacién Terram, 2024). Estas cifras dan
a entender que existe la necesidad urgente de implementar practicas agricolas
sostenibles y politicas de conservacion para proteger y restaurar los suelos en estas

regiones.

1.2. Implicaciones de la escasez de fertilizantes

Asi como las megasequias han aumentado en severidad y duracion, exacerbando la
escasez de agua y acelerando la degradacion del suelo (Cadena SER, 2025), la escasez
de fertilizantes es otro factor que esta acelerando la degradacién del suelo y la pérdida
de tierras agricolas.

La escasez de fertilizantes y la pérdida de tierras agricolas en Chile estan estrechamente
relacionadas a factores socioecondmicos y ambientales. Desde la Revolucion Verde, la
agricultura chilena ha dependido en gran medida de fertilizantes quimicos, especialmente
nitrégeno, lo que ha intensificado la produccién, pero también ha ocasionado problemas
significativos como la contaminacion por nitrégeno y la degradacion del suelo (San
Martin, 2017). Ademas, la falta de fertilizantes organicos, como el estiércol animal, ha
sido un obstaculo importante para las comunidades indigenas del sur de Chile que, al
estar desplazadas en tierras de baja calidad, enfrentan dificultades para mantener
practicas agricolas sostenibles, lo que contribuye a la pérdida de tierras agricolas
(Mariola, 2018; Mufioz-Quezada et al., 2024).

También, la volatilizacibn de amoniaco, un efecto secundario del uso de fertilizantes
como la urea, representa un desafio considerable para la agricultura en Chile. Este
proceso provoca una pérdida sustancial de nitrégeno, reduciendo la eficiencia de los
fertilizantes y aumentando la contaminacion ambiental. Como resultado, se deteriora la
calidad del suelo, lo que limita su capacidad para sustentar una produccion agricola
sostenible a largo plazo. La acumulacion de estos problemas no solo afecta el
rendimiento de los cultivos, sino que también intensifica los desafios relacionados con la

gestion de los recursos naturales en el pais (Mufioz-Quezada et al., 2024).



El conflicto entre Rusia y Ucrania ha afectado gravemente la disponibilidad de fertilizantes
en Chile, dado que ambos paises son grandes productores y exportadores de estos
insumos. La interrupcion de las cadenas de suministro globales ha generado un aumento
significativo en los precios de los fertilizantes (Hassen y Bilali, 2022), lo que ha llevado a
una reduccién en su uso. Esta escasez impacta directamente en la produccion agricola,
disminuyendo la eficiencia en el cultivo y reduciendo los rendimientos de los productos,
lo que agrava los problemas de sostenibilidad agricola en el pais (Shahini et al., 2022).
Lo anterior ha traido consecuencias en los mercados de alimentos, que ya enfrentaban
dificultades debido a la pandemia de COVID-19 y otros factores globales. La interrupcion
en la produccién y suministro de fertilizantes ha generado un aumento en los precios de
los alimentos, lo que pone en riesgo la seguridad alimentaria de varios paises, incluido
Chile (Jagtap et al.,, 2022). Ademas, las restricciones a las exportaciones y la
especulacién en los mercados internacionales han agravado esta situacion, elevando aun
mas los costos de los productos basicos y complicando la accesibilidad de alimentos

esenciales para la poblacion (Hassen y Bilali, 2022).

1.3. Reutilizacion del agua

Aunque la industria ha avanzado en la implementacion de plantas de tratamiento
avanzadas que permiten la reutilizacion del agua en los procesos productivos, es
fundamental continuar mejorando estas practicas para minimizar el impacto ambiental y
proteger los recursos hidricos del pais. Por ejemplo, la adopcion de economia circular y
biodigestores permite reutilizar purines y generar energia renovable, reduciendo la huella
de carbono del sector en un 32% en 20 afios (ChileCarne, 2021).

Uno de los compromisos de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible de las
Naciones Unidas es “No dejar a nadie atras”, el cual busca que todas las personas tengan
acceso al agua y al saneamiento (ONU, 2019). Debido a lo anteriormente expuesto es
gue la reutilizacion de agua se considera una alternativa asequible para muchas regiones
donde esta es escasa. Existen estudios referentes al redso de aguas residuales
provenientes de distintos origenes, pudiendo ser aguas domésticas e industriales,



ademas de los tratamientos posibles para lograrlo (Pefia et al., 2019; Tripathi et al., 2019;
Sarawaneeyaruk et al., 2019; Marangon et al., 2020; Chen et al., 2020; Manasfi et al.,
2020; Niquice-Janeiro et al., 2020).

Dicha reutilizacién de agua, es un término comun que hace referencia a la recuperacion
del recurso hidrico y se considera una adaptacién clave para muchas ciudades que
actualmente estan enfrentando limitaciones climaticas en el suministro (Tortajada y Van
Rensburg, 2020). El agua reutilizada es una fuente hidrologicamente independiente
durante todo el afilo que puede amortiguar los impactos de la escasez de agua (Lee y
Jepson, 2020).

Una de las ventajas de la reutilizacion de agua es la posibilidad de reducir la presion del
consumo de esta y, por otro lado, permitir valorizar los residuos presentes en dichas
aguas mediante diversas tecnologias, las cuales se estan expandiendo rapidamente
debido a la necesidad de reciclar adecuadamente los elementos clave de las aguas
residuales para avanzar hacia una sociedad moderna verdaderamente sostenible
(Robles et al., 2020).

Estas aguas residuales contienen nutrientes en exceso, tales como nitrogeno y fésforo
los cuales son principales causas de contaminacion del agua y su remocion es una tarea
desafiante (Hasan et al., 2021). El poder recuperar y valorizar elementos nutritivos
provenientes de las aguas residuales genera beneficios tales como cumplir con los
niveles de nutrientes en los efluentes segun la legislacion, reducir los problemas de
eutrofizacion y proporcionar subproductos con potencial econémico de diversa indole
(Melia et al., 2017; Robles et al., 2020), constituyéndose una estrategia prometedora para
reducir el agotamiento de los recursos no renovables y el impacto ambiental vinculado a
su extraccion y fabricacion, favoreciendo a la Economia Circular (EC).

El término EC se ha extendido rapidamente en el vocabulario de las politicas
medioambientales actuales (Akerman et al., 2020). La EC transforma los sistemas
econdmicos lineales de recursos a bienes para tomar-usar-descartar, en un sistema que
recicla, procesa y renueva materiales. Dicho de forma simple, la EC sienta sus bases en

una economia que ejecuta ciclos de materiales de forma cerrada, para finalmente



desarticular la relacion entre consumo de materiales y crecimiento economico (Akerman
et al., 2020). Su difusién se ha convertido en un objetivo para la Union Europea, cuya
implementacion viene establecido a través del Plan de Accion de Economia Circular. La
EC prevé la expectativa de un futuro mas sostenible y el potencial para resolver
problemas ambientales sin tener que renunciar a la prosperidad econdmica (Lazarevic y
Valve, 2017).

Uno de los hechos que reafirma la relevancia de la EC, es que, en la actualidad, la
tendencia no es precisamente solo el tratamiento de las aguas para poder reutilizarlas,
sino que su valorizacion hacia nuevos productos, lo anterior debido al alto nivel de
elementos quimicos presentes que aun pueden ser aprovechados. Dentro de estos
tratamientos se encuentra la digestion anaerobia para generar biogas, digestion para
produccion de biohidrogeno, compostaje de lodos y recuperacion de nutrientes en
general (Marangon et al., 2020; Chen et al., 2020; Manasfi et al., 2020; Niquice-Janeiro
et al., 2020).

1.4. Bacterias como alternativa de tratamiento para valorizar residuos

Una de las opciones de tratamiento para poder valorizar y aprovechar residuos es
mediante bacterias, y en la actualidad son ampliamente utilizadas para la produccién de
energia (Diamantis et al., 2021; Sganzerla et al., 2021). De hecho, los procesos
anaerobicos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de aguas residuales para
estabilizar la materia organica y en algunos casos producir bioenergia en forma de
metano (Li et al., 2021). La ventaja de la utilizacion de bacterias para valorizar residuos
radica en que estas son capaces de realizar esta transformacién de manera amigable
con el medioambiente (Fernandez Sandoval et al., 2019; Mona et al., 2020; Mukherjee et
al., 2020; Rasheed et al., 2021).

Las comunidades de microorganismos involucradas en digestion anaerobia empleadas
en la produccién de energia (metano) se ven condicionadas por factores fisicos y
guimicos tales como la carga de materia organica, acidos grasos volatiles, temperatura,

alcalinidad, nutrientes y presencia de nitrégeno y fosforo, entre otros (Bueno de Mesquita



et al., 2023). Dentro de este proceso se encuentran microorganismos que depuran estas
aguas residuales mediante degradacion de materia organica e involucra cuatro etapas:
hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

En la digestion anaerobia se ven involucrados una amplia diversidad de microorganismos
como levaduras, bacterias y arqueas (productoras de metano). Para el caso de las
bacterias, en la digestion anaerobia se pueden clasificar en varios grupos segun sus
funciones, tales como bacterias hidroliticas que descomponen proteinas, celulosa, lignina
y lipidos en mondémeros como aminoacidos, glucosa, éacidos grasos y glicerol.
Principalmente Clostridium y Bacteroides realizan esta funcion. Las acidogénicas
transforman azulcares, aminoacidos y lipidos en acidos organicos, alcoholes, cetonas,
acetato, CO2 y H». Clostridium es el género dominante en este proceso, aunque
Lactobacillus y Bacillus también estan involucrados. Las bacterias acetogénicas generan
H> y acetato a partir de propionato, acido butirico y algunos alcoholes. Syntrophobacter
wolinii y Syntrophomonas wolfei son ejemplos que participan en la produccion de acetato
y H2, esenciales para la metanogénesis y las arqueas metanogénicas que producen
metano en la etapa final de la digestion anaerobia. Incluyen Methanobacterium,
Methanococcus, Methanospirillum, Methanobrevibacter, y Methanomicrobium, ademas
de Bacteroides, Clostridium, y otros también involucrados en la metanogénesis
(Akindolire et al., 2022).

La energia libre de Gibbs (AG°) es un parametro termodindmico que permite evaluar la
espontaneidad y el equilibrio de las reacciones bioquimicas, siendo particularmente
relevante en el contexto del metabolismo de las arqueas productoras de metano (Yang
et al.,, 2023). Estos microorganismos, a través de procesos de metanogénesis,
transforman compuestos organicos en metano (CH,) y diéxido de carbono (CO.,),
liberando energia en reacciones altamente exergonicas las cuales son esenciales para
el crecimiento y produccién de biomasa. En condiciones Optimas, se ha observado que
estas arqueas pueden generar entre 0,1y 0,5 gramos de biomasa por gramo de sustrato,

dependiendo de la naturaleza del sustrato utilizado, ya sea acidos grasos, alcoholes o



compuestos organicos volatiles. Este rendimiento es influenciado por diversos factores,
dependiendo de las condiciones ambientales (temperatura, pH y concentracién de
nutrientes) y de la composicion de la comunidad microbiana en el medio, que pueden
favorecer o limitar la actividad metabdlica de las arqueas. Como el rendimiento energético
de la metanogénesis suele ser bajo, con AG° de solo -33 a -131 kJ/mol CH4 dependiendo
de la via, los metandgenos pueden ser facilmente superados por otros organismos, en la

mayoria de las condiciones (Lyu et al., 2018).

Asi, diversos microorganismos interaccionan en procesos complejos de generaciéon de
energia, adaptandose y logrando desarrollarse a diferentes temperaturas y pH (Tablas
1.1y 1.2).

Tabla 1.1 Microorganismos participantes en procesos anaerobios que se adaptan a
diferentes rangos de temperatura.

_ _ _ Microorganismos
Rango de temperatura (°C) Tipo de microorganismo

encontrados
10-15 Psicréfilos Bacillus spp.
20-30 Psicrétrofos Clostridium spp.
30-37 Mesofilos Clostridium spp.

Methanococcus spp.
Methanobacterium spp.
42-46 Termdétrofos Methanococcus spp.
Methanobacterium spp.
50-80 Termofilos Clostridium spp.
Lactobacillus spp.
Thermus spp.

Thermococcus spp.

Fuente: Akindolire et al., 2022
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Tabla 1.2. Microorganismos participantes en procesos anaerobios que se adaptan a
diferentes rangos de pH.

) . i Microorganismos
pH Tipo de microorganismo
encontrados

1,1-55 Aciddfilos Lactobacillus spp.
Bifidobacterium bifidum

5,5-8,0 Neutrofilos Clostridium perfringes
Methanococcus spp.
Methanobacterium spp.
Propionibacterium

acidipropionici

8,5-11,5 Alcal6filos Clostridium botulinum
Clostridium sporongenes
Clostridum tetani
Fusobacterium spp.

Micrococcus spp.

Fuente: Akindolire et al., 2022

Existen microorganismos presentes en el tratamiento de aguas residuales, cada uno con
funciones especificas en el proceso de depuracion. Entre ellos, se encuentran las
bacterias del género Burkholderiaceae (Betaproteobacteria), que son desnitrificantes
importantes, asi como Nitrosomonas y Nitrobacter, que oxidan el amoniaco a nitrito (Luo
et al.,, 2020). Ademas, las bacterias Anammox (del orden Planctomycetes) como
Candidatus brocadia muestran gran potencial para el tratamiento de aguas residuales
debido a su capacidad para eliminar nitrdgeno y su presencia natural en estos sistemas
(Pan et al., 2020). A pesar de estos avances, la busqueda de nuevas alternativas para el
tratamiento y valorizacion de residuos continda, para lograr una economia circular mas

eficiente.
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1.5. Arqueas como facilitadoras de la digestion microbiana

Las argueas metanogénicas son microorganismos clave en la digestiéon anaerobia, un
proceso biolégico que convierte la materia organica en metano (CHas). Este proceso es
fundamental para la produccién de biogas, una fuente de energia renovable. Las arqueas
metanogénicas pertenecen principalmente al dominio Euryarchaeota y son responsables
de la ultima etapa de la metanogénesis, donde el metano es producido a partir de
precursores como el acetato, el dioxido de carbono y el hidrégeno (Kurade et al., 2019;
Amin et al., 2021).

Existen dos rutas principales que las arqueas metanogénicas emplean para producir
metano: la acetoclastica y la hidrogenotrofica. En la metanogénesis acetoclastica,
géneros como Methanosarcina y Methanosaeta juegan un papel crucial al transformar el
acetato en metano y diéxido de carbono, siendo un proceso clave para la produccion de
biogas. Esta via se destaca por su eficiencia en la conversion de compuestos organicos
en energia renovable (Nakasaki et al., 2020; Feng et al., 2021). Por otra parte, en la
metanogénesis hidrogenotroéfica, el didxido de carbono y el hidrogeno son utilizados para
generar metano. Este proceso es llevado a cabo por géneros como Methanobacterium y
Methanobrevibacter, los cuales desempefian un papel fundamental en la conversion de
estos compuestos en metano, contribuyendo significativamente a la produccién de biogas
en ambientes anaerdbicos (Zeb et al., 2019).

Las arqueas metanogénicas son fundamentales no solo para la generacion de biogas,
sino también para el ciclo global del carbono, ya que participan activamente en las
emisiones de metano (Mand y Metcalf, 2019). Entender sus procesos metabdlicos y como
se adaptan a diversas condiciones es clave para mejorar la eficiencia en la produccién
de metano y promover la sostenibilidad de los sistemas de digestion anaerobia (Guerrero-
Cruz et al., 2021).

Cabe mencionar que la eficiencia de la digestion anaerobia esta estrechamente ligada a
la composicién y el estado de la comunidad que participa. Las arqgueas metanogénicas
deben ser capaces de adaptarse a factores ambientales como la concentracién de

amoniaco y salinidad, que pueden afectar negativamente su actividad (Zeb et al., 2019).
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Ademas, la transferencia directa de electrones entre bacterias y arqueas, un proceso
denominado DIET, ha mostrado potenciar la eficiencia del proceso al facilitar el

intercambio de equivalentes reductores (Wang et al., 2021).

Cabe mencionar que, de acuerdo con Eusébio et al. (2021), la combinacién de efluentes
porcinos con otros tipos de residuos, como el agua residual de molinos de aceite de oliva,
puede aumentar la eficiencia del proceso de digestibn anaerobia. En particular, se
observé una reduccién notable en la materia organica y una producciéon elevada de
metano al mezclar los efluentes porcinos con un 30% de agua residual de molino de
aceite de oliva. Esto sugiere que las arqueas metanogénicas no solo son eficientes en la
generacion de metano, sino que también desempefian un papel clave en la remocion de

contaminantes de las aguas residuales.

1.6. Bacterias extremofilas como alternativa para uso en valorizacion

Existe interés cientifico provocado por las condiciones que se encuentran bacterias
presentes en zonas extremas, debido a que estas bacterias pertenecen a un ecosistema
diferente, tal como lo es Antértica, con carencia de vegetacion y fauna terrestre, contando
con condiciones climéticas extremas y geograficas Unicas, lo cual hace que estos
microorganismos estén obligados a desarrollar mecanismos adaptativos, desde la
manera en la que se comportan hasta adaptaciones fisioldgicas (Krishnan et al., 2016).
Este continente ha sido y sigue siendo un ambiente hostil, que no posee grandes
intervenciones del ser humano. En los dltimos afios se han asentado estaciones de
investigacion asociadas a la Antértica, aunque la poblacion solo alcanza un promedio de
4.400 personas en verano y 1.100 en invierno, las cuales pasan todo o parte del afio
trabajando alli, dentro de este laboratorio natural (CIA,2024). La adaptacion que generan
los organismos que habitan la Antartica para poder sobrellevar este ambiente causa
nuevas formas de vida con caracteristicas unicas.

Ademas, las bacterias que se encuentran en la Antartica poseen un amplio potencial
biotecnolégico, lo que hace referencia a la utilizacion de organismos para la obtencion de
bienes y servicios (Zucconi et al., 2025).
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1.7. Fundamento del tratamiento residual porcino

La busqueda de alternativas sostenibles para el tratamiento de los residuos procedentes
de la crianza animal intensiva constituye una tarea priorizada a escala mundial (Yang et
al., 2020). En vista de esto, por la alta carga contaminante y nutricional que poseen los
residuos porcinos, es que se resalta la importancia de prevenir impactos negativos sobre
el medio ambiente y considerar el residuo como una oportunidad, brindando manejo y
tratamiento adecuado.

Actualmente, estos residuos han sido valorizados y utilizados como fertilizante orgéanico,
mejorador de suelos, alimento para rumiantes, materia prima para generar energia
mediante produccion de biogas, insumo en la elaboracion de compost y sustrato en
lombricultura (Shen et al., 2019; Yang et al., 2020).

Existen diversos estudios realizados acerca de la caracterizacion y tratamiento de los
residuos de la industria porcina, con el propésito de disminuir sus efectos negativos para
el ambiente, sobre todo a través de los patdogenos. Ha sido posible concluir que los
purines constituyen un buen sustrato para procesos bioldgicos como la fermentacién, por
el hecho de presentar aproximadamente un 60% de su materia orgénica total en estado
biodegradable, contando con una amplia variedad de nutrientes, dentro de los cuales se
tienen macronutrientes y micronutrientes tales como nitrogeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio, sodio, cobre, cobalto, boro, flior y molibdeno (Pérez-Pérez et al., 2016). Asi
mismo, diversos métodos de tratamiento ya sean fisicos, quimicos o biolégicos, se utilizan
para los residuos organicos con el fin de estabilizarlos, reducir la carga de patdogenos y
facilitar su manejo adecuado (Wang et al., 2019; Varma et al., 2021).

Es debido a lo anterior que los purines, ademas de su gran composicién de agua,
constituyen una oportunidad para ser valorizados, por su amplio contenido nutricional,
mediante algun tipo de proceso que no solo involucre el tratamiento del agua para su
posterior descarga Yy/o reutilizacion, cumpliendo asi con la legislacion vigente.

Existen antecedentes que indican que las bacterias acido lacticas (BAL) tienen el
potencial de mejorar la productividad agricola en cultivos, siendo utilizadas como agente

de biocontrol y estimulador del crecimiento vegetal (Abdul et al., 2022). Pueden
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emplearse ademas en reemplazo de fertilizantes inorganicos y pesticidas gracias a su
capacidad para inhibir el crecimiento de otras especies bacterianas y promover el
crecimiento de plantas. Las cepas de BAL suprimen los microorganismos patégenos y
mejoran la salud animal a través de la nutricion, lo que las hace ventajosas (Akpoghelie
et al., 2025). Estas nuevas tecnologias pueden impulsar la productividad y promover la
sostenibilidad en la agricultura y la ganaderia en el futuro.
Sin embargo, para garantizar un crecimiento y una actividad metabdlica adecuados, estos
microorganismos requieren medios nutricionales complejos para satisfacer sus
necesidades nutricionales. La creacion de medios de cultivo, la maximizacion y
regulacion de los procesos metabdlicos, la investigacion de las necesidades nutricionales
y la disminucion de la viabilidad durante el almacenamiento son solo algunas de las
posibles limitaciones y dificultades del uso y aplicaciones de las BAL. Es aqui donde el
purin de cerdo cobra relevancia, ya que, debido a su estructura nutricional, se posiciona
como potencial sustrato en la fermentacion lactica.
Estos microorganismos basan esta capacidad en sus mecanismos de accién para
metabolizar diversos sustratos y generar metabolitos para el control de patégenos, donde
se pueden mencionar los siguientes:

a) Metabolismo de los carbohidratos
Las células bacterianas obtienen su energia mediante la descomposicion de
carbohidratos por procesos catabdlicos, lo que resulta en la produccion de compuestos
reductores y adenosin trifosfato (ATP). Entre las rutas mas estudiadas para el
catabolismo de azucares en bacterias se encuentran las vias de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), Entner-Doudoroff (ED) y pentosa fosfato (PP) (Sanchez-Pascuala et al.,
2017). En la industria alimentaria, el metabolismo de transformacion de carbohidratos por
bacterias del acido lactico juega un papel fundamental. Estas bacterias son comunmente
empleadas como cultivos iniciadores para transformar azlcares en acido lactico, lo que
no solo mejora el sabor y la textura de productos como el queso, el yogur y algunos vinos,

sino que también prolonga su vida Gtil al establecer un entorno acido favorable y aumentar
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el valor nutricional mediante la descomposicion de carbohidratos complejos (Anumudu et
al., 2024).

a.1l) Microorganismos homofermentativos

El acido lactico es el principal subproducto generado por la ruta EMP, también conocida
como glucdlisis, durante la fermentacion de carbohidratos. Este proceso inicia con la
produccién de fructosa 1,6-bisfosfato, que se transforma en dihidroxiacetona fosfato y
gliceraldehido 3-fosfato. Antes de ingresar a la glucdlisis, los azlcares de seis o cinco
carbonos suelen ser fosforilados y transportados a la célula mediante el sistema de
fosfotransferasa de carbohidratos (PTS), que depende del fosfoenol piruvato (PEP). En
los organismos homoléacticos, un mol de glucosa se fermenta para producir dos moles de
piruvato. Posteriormente, la oxidacion de NADH convierte estos dos moles de piruvato
en dos moles de acido lactico, resultando en una ganancia neta de dos moles de ATP
por cada mol de glucosa consumida (Koendjbiharie et al., 2021). Aunque la ruta ED se
pensaba que era exclusiva de las bacterias Gram-negativas, investigaciones recientes
han demostrado su presencia también en Enterococcus faecalis y en un amplio rango de
arqueas y eucariotas (Hourigan et al., 2024).

Las estructuras de las vias ED y EMP son bastante similares: la fosforilacion prepara
azucares de seis carbonos, que son separados en dos intermediarios de tres carbonos
por la enzima aldolasa. Dos enzimas clave en la ruta ED son la 6-fosfogluconato
deshidratasa, que cataliza la formacion de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato (KDPG)
mediante la deshidratacion del 6-fosfogluconato, y la KDPG aldolasa, que descompone
el KDPG en piruvato y gliceraldehido-3-fosfato. Posteriormente, el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) y la ruta EMP se utilizan para el catabolismo adicional de estos
productos (Lucius y Hageman, 2024). La fructosa 6-fosfato se emplea como sustrato por
las BAL homofermentativas para la produccion de manitol. En condiciones de limitacion
nutricional, como las que se observan en Enterococcus faecalis, la fermentacién de

manitol o glucosa puede llevar a una fermentacion acida combinada que genera etanol,
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acetato, 2,3-butanodiol, diacetilo, acetoina y, ocasionalmente, manitol (Wang et al.,
2021b).

a.2) Microorganismos heterofermentativos

Las BAL heterofermentativas utilizan la ruta de las pentosas fosfato (6-
fosfogluconato/fosfocetolasa) para llevar a cabo la fermentacion de carbohidratos. Debido
a la ausencia de la enzima fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa, el 6-fosfogluconato se
produce a partir de la oxidacién de glucosa 6-fosfato. En condiciones anaerébicas, un
mol de glucosa genera un mol de acido lactico, un mol de etanol y un mol de CO,,
produciendo ademas un mol de ATP. Adicionalmente, se puede generar ATP extra
cuando el acetilfosfato se convierte en acetato en lugar de etanol (Gao et al., 2019). A
diferencia de las BAL homofermentativas, las heterofermentativas utilizan fructosa en
lugar de fructosa 6-fosfato para la produccion de manitol. A través de un proceso
metabdlico conocido como “derivacion bifida", la fructosa 6-fosfato fosfocetolasa se
encarga de la degradacion de hexosas en las bifidobacterias. Este método permite a las
bifidobacterias generar mas energia en forma de ATP por cada molécula de glucosa,
dandole un caracter distintivo frente a otras vias glucoliticas (Kelly et al., 2021). Por cada
mol de glucosa, se generan 2,5 moléculas de ATP, 1,5 moléculas de acetato y 1 molécula
de lactato. Gracias a su contenido de a-amilasa, las BAL amiloliticas pueden
descomponer las moléculas de almidon en hexosas (Ng et al., 2019).

a.3) Metabolismo de los polisacéaridos (almidon)

Los polisacaridos son polimeros formados por més de diez unidades de monosacaridos,
que pueden ser iguales o diferentes, y estan conectados por enlaces a o B-glicosidicos.
Entre los polisacaridos presentes en las plantas se encuentran el fructano, la celulosa, el
almidon y la hemicelulosa (Popoola-Akinola et al.,, 2022). Para descomponer estos
polisacéaridos, las BAL requieren hidrolasas especificas. Cuando los polisacaridos en
alimentos fermentados se descomponen, estas bacterias pueden generar energia y

compuestos beneficiosos para los seres humanos. La capacidad de diferentes BAL para
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metabolizar una variedad de polisacaridos define sus mudultiples aplicaciones en la
industria alimentaria (Zhao et al., 2023). Durante la fermentacion, las BAL descomponen
los polisacéaridos para producir 4cido lactico, monosacéridos y otros compuestos que
pueden mejorar la calidad de los alimentos. Por ejemplo, en la industria de procesamiento
de bebidas, el uso de enzimas degradantes de polisacaridos derivadas de mohos ha sido
reemplazado por la aplicacion de BAL, gracias a su habilidad para degradar polisacaridos
(Wang et al.,, 2021). La funcién de estas en la descomposicion de polisacaridos ha
generado un interés creciente en los sectores de alimentos, fermentacion y salud,
investigaciones recientes han demostrado que las enzimas extracelulares de las BAL son
capaces de hidrolizar el almidén. Entre las especies bacterianas mas comunes utilizadas
para la hidrélisis del almidén se encuentran Levilactobacillus brevis y Lactiplantibacillus
plantarum. La amilasa, producida por Lactiplantibacillus plantarum, es capaz de hidrolizar
el almidon en dextrina y, posteriormente, en glucosa. El genoma de Weissella contiene

un gen que codifica la amilasa maltogénica (Wang et al., 2021b).

b) Metabolismo proteolitico
La degradacion de proteinas macromoleculares durante el procesamiento de alimentos
es un paso crucial que afecta la seguridad alimentaria, la nutricién y la calidad (Yousefiy
Abassi, 2022). Las proteasas de otras fuentes vivas o del sustrato son mucho mas
esenciales en las fermentaciones de alimentos que en las fermentaciones lacteas, que
solo son relevantes en los casos en que se produce la descomposicion de proteinas por
BAL. Las bacterias del acido lactico pueden reducir los alérgenos proteicos en los
alimentos de las empresas alimentarias al descomponer las proteinas. En particular,
durante el proceso de fermentacién de los productos lacteos, las bacterias del acido
lactico pueden descomponer la caseina, lo que reduce la alergenicidad de los productos
lacteos (Wang et al., 2021b). Hay varias etapas involucradas en la protedlisis por BAL,
como el catabolismo de aminoécidos, el transporte de péptidos, la descomposicién de
proteinas y la degradacién de péptidos (Harper et al., 2022). La proteinasa de la envoltura

celular (CEP) en BAL inicia la protedlisis al descomponer las proteinas en oligopéptidos.

18



La entrada de dipéptidos, tripéptidos y oligopéptidos en las células es la segunda etapa
de la descomposicion de proteinas. Las BAL emplean tres tipos diferentes de sistemas
de transporte: oligopéptido, dipéptido y tripéptido (Kieliszek et al., 2021). Numerosas
peptidasas, como aminopeptidasas, endopeptidasas, tripeptidasas, dipeptidasas y
peptidasas especificas de prolina, facilitan la conversion de aminoacidos a partir de la
desintegracion de péptidos en las células (Nandan y Nampoothiri, 2022). Las alergias a
las proteinas en los alimentos se pueden eliminar en la industria alimentaria mediante su
descomposicion. Las BAL pueden descomponer la caseina, particularmente durante el
proceso de fermentacion de productos relacionados con la leche, lo que disminuye la
alergenicidad de los productos lacteos (Xu et al., 2023). Por ejemplo, algunas cepas de
Enterococcus faecium aisladas del queso y la leche fermentada pueden expresar
proteinasa de la envoltura celular (CEP) o metaloproteasas, que son capaces de
hidrolizar eficazmente la caseina en la leche. Las BAL no solo desempefian una funcion
importante en el desarrollo de productos lacteos, sino que también contribuyen
significativamente a otros alimentos fermentados, como productos a base de cereales y
productos de frutas y verduras fermentadas. Por ejemplo, muchas cepas de BAL aisladas
de la masa madre tienen la capacidad de hidrolizar albaminas, globulinas y gliadinas,
entre otras proteinas del trigo (Terzi¢-Vidojevi¢ et al., 2021). La cepa de masa madre
Lactobacillus casei es capaz de metabolizar la totalidad del péptido inmunotoéxico de 97,5
ppm que se produce a partir de la a2-gliadina. Un estudio similar descubrié que ciertas
bacterias lacticas tenian la capacidad de hidrolizar los alérgenos proteicos del trigo (Zhou
et al., 2023).

Cuando las BAL hidrolizan proteinas en su entorno para sus propios requisitos de
crecimiento, pueden crear una gama de compuestos que son ventajosos para los
humanos. El valor nutricional de las proteinas de los alimentos y la capacidad de ser
digeridas pueden ser facilitados por las BAL. Adem&s, pueden acelerar la absorcién de
aminoacidos de los productos lacteos por el intestino humano durante el proceso de
fermentacion (Wang et al., 2021b). Las proteinas de los alimentos pueden ser

descompuestas por las BAL para crear una serie de péptidos moleculares diminutos,
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también conocidos como aminoacidos libres. Por ejemplo, los lactobacilos predominantes
en el cultivo de kéfir tienen un potente impacto de descomposicidn en la proteina de la
leche. Los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) son
producidos por las BAL, incluyendo Streptococcus thermophiles, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus helveticus, Lentilactobacillus kefiri, Lactococcus lactis,

Lactobacillus acidophilus y Lacticaseibacillus casei.

c) Metabolismo lipolitico
Los lipidos se descomponen en acidos grasos y glicerol por las lipasas extracelulares e
intracelulares de las BAL. La saturacion, la hidratacion, la deshidratacion y la
isomerizacion se encuentran entre las reacciones especiales de transformacion de acidos
grasos que las BAL pueden llevar a cabo. La industria alimentaria es donde el
metabolismo lipidico de las bacterias del &cido lactico es mas relevante. Estas bacterias
se utilizan como cultivos iniciadores para mejorar el valor nutricional, el sabor y la textura
de los alimentos fermentados alterando el perfil de acidos grasos del alimento a través
de su capacidad para descomponer y transformar lipidos, lo que afecta el sabor y

prolonga la vida atil (Raman et al., 2022).

d) Metabolismo del citrato
Un acido organico prevalente en alimentos como frutas, verduras y leche es el citrato.
Las BAL pueden convertir este acido organico en moléculas aroméaticas, como el
diacetilo, que confiere a productos lacteos su aroma caracteristico (Eicher et al., 2024).
Esta caracteristica metabdlica en las BAL puede explicarse por el hecho de que sus
genes estan codificados por plasmidos en ciertas especies (Davray et al., 2021). Se ha
demostrado que el citrato tiene un impacto positivo en el crecimiento de las BAL en varias
investigaciones anteriores (Williams y O’Neill, 2018; Eicher et al., 2024). El citrato y los
azucares pueden co-metabolizarse en bacterias heterofermentativas para ayudar en la
oxidacion de factores producidos por la fermentacion de hexosas. Una mayor tasa de

crecimiento y una biomasa final mas alta son los resultados de este metabolismo. El
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primero de los tres procesos principales en el metabolismo del citrato en BAL es la
captacién de citrato en su estado dianiénico o aniénico por una permeasa particular
conocida como citrato permeasa. Citrato liasa luego descompone el citrato en acetato y
oxaloacetato, mientras que oxaloacetato descarboxilasa finalmente descompone el
oxaloacetato en piruvato. El citrato no puede ser metabolizado por todos los BAL (Blount
et al., 2020). Tal metabolismo necesita que estan presentes los genes para citrato liasa
y citrato permeasa. Dependiendo de las BAL, estos genes pueden estar incorporados en
el cromosoma o localizados en un plasmido (Raman et al., 2022).

Estudios previos sobre aplicaciones agricolas con bacterias acido lacticas

La bioacidificacion de residuos agricolas presenta un gran potencial para reducir las
emisiones de amoniaco (NH3) y metano (CH,), al mismo tiempo que permite la
recuperacion de nutrientes a través de productos bioacidificados, los cuales pueden ser
utilizados como fertilizantes o para la produccidén de energia verde mediante digestion
anaerobica en la generacion de biogas (Prado et al., 2020). Sin embargo, hasta la fecha,
son pocos los estudios que han evaluado las reducciones de emisiones de NH; y gases
de efecto invernadero (GEI) mediante la adicion de desechos agricolas. Por ejemplo,
Bastami et al. (2016) demostraron que la inclusion de un 7% de grano residual de
cerveceria 'y un 7,7% de leche resulté en reducciones del 70% y 31% en las emisiones
de CH,, respectivamente. Asimismo, la adicion de entre el 3% y el 33% de residuos de
remolacha azucarera condujo a una disminucién de la volatilizacion de NH3; de entre el
5% y el 26%. En otro estudio, se observd que la inclusidon del 50% de suero de queso
redujo la volatilizacion de NH3 en un 68%, aunque las emisiones de GEI fueron similares
a las del control (Prado et al., 2020). Un estudio mas reciente reportd una reduccién del
67% en las emisiones de NH; de purin de ganado modificado con un 5% de melaza de
remolacha azucarera, asi como reducciones de CH, que variaron entre el 15% vy el 70%
con mayores inclusiones del sustrato (Kavanagh et al., 2021). Es crucial establecer la

dosis adecuada del sustrato para inducir el proceso de fermentacion, ya que esto no solo

21



puede reducir las emisiones de NH;, sino también las de CH, y CO,, que podrian
incrementarse si se afladen fuentes labiles de carbono (C) en exceso. Un sustrato ideal
para combinar con el purin seria una biomasa de desecho o residuo de bajo valor
econdmico, que contenga una cantidad suficiente de carbohidratos facilmente
degradables para estimular la fermentacion. Un ejemplo de este tipo de residuo es el jugo
marron, el liquido residual obtenido durante la extraccion de proteinas de hierba y otra
biomasa vegetal fresca (Santamaria-Fernandez y Lubeck, 2020). Este jugo marrén tiene
un contenido de azucar relativamente alto y un pH bajo, lo que lo convierte en un
cosustrato adecuado para plantas de digestion anaerébica en la produccion de biogas.
Por lo tanto, fomentar un mejor uso de los recursos, como la valorizacion de residuos
agricolas para reducir las emisiones gaseosas, al mismo tiempo que se reutilizan los
purines, podria disminuir la dependencia de recursos finitos, como los fertilizantes
minerales, contribuyendo asi a una agricultura mas sostenible y a una economia circular

basada en fundamentos bioldgicos.

Bioensilaje

Los microorganismos desempefian un papel vital en el proceso de bioensilaje.
Numerosos estudios han indicado que varias bacterias, incluidas Proteobacteria,
Actinobacteriota y Firmicutes, participan en la degradacion de materia organica
recalcitrante y la conversion de nutrientes (Wang et al., 2021, Liu et al., 2022).
Especificamente, Lactobacillus puede aumentar la conversion de sustratos en acidos
grasos volatiles (Xiang et al., 2022). Clostridium spp. y Bacillus participan en la fijacion
de nitrégeno y la solubilizacién de fosfato, respectivamente (Yang et al., 2024). Para
aprovechar las ventajas de cepas especificas, se suelen emplear in6culos microbianos
para aumentar la eficiencia. Zhang et al. (2023) introdujeron Lactobacillus lactis y Bacillus
velezensis en residuos de cocina para aumentar la capacidad lignocelulolitica, facilitando
asi la hidrdlisis de macromoléculas organicas. Bi et al. (2016) informaron que un aumento

en la abundancia de bacterias metanogénicas en residuos alimentarios mediante
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inoculaciéon provocoé un aumento en la eficiencia y la estabilidad. Por lo tanto, los
microorganismos presentan un gran potencial para facilitar el bioensilaje en la agricultura

mediante el tratamiento de residuos.

Bacterias acido lacticas en la agricultura

La agricultura organica es crucial para el bienestar del planeta y la adopcion de métodos
agricolas que utilizan microorganismos puede ser una solucion efectiva para enfrentar
los desafios relacionados con la seguridad alimentaria, asegurando que haya suficientes
recursos alimentarios para la poblacibn mundial. En este sentido, las innovadoras
enmiendas al suelo y el uso de microorganismos que favorecen el crecimiento vegetal se
perfilan como estrategias prometedoras para una agricultura sostenible (Wei et al., 2024).
Las cepas de bacterias del acido lactico (BAL) son particularmente beneficiosas, ya que
contribuyen a mejorar la fertilidad y la salud del suelo, lo que las convierte en opciones
atractivas dentro de las practicas agricolas sostenibles. Estas bacterias tienen la
capacidad de neutralizar gases perjudiciales y optimizar la fertilidad del suelo,
aumentando su aireacion y solubilidad, promoviendo ademas la germinacion de semillas

y ayudando a reducir diversos estresores abiéticos (Yaghoubi et al., 2024).

Los metabolitos generados por las BAL también juegan un papel importante en la
estimulacién del crecimiento de las plantas, favoreciendo el desarrollo de brotes y raices
(Raman et al., 2022). Estos pueden ser utilizados como biofertilizantes, lo que incrementa
la cantidad de materia organica en el suelo, acelera el proceso de biodegradacion y
produce acidos organicos y bacteriocinas (Wa et al.,, 2022). A diferencia de los
fitopatdgenos, las BAL ayudan a controlar las poblaciones de microorganismos
bacterianos y fangicos en la rizosfera. Se ha confirmado la efectividad de las BAL en
procesos de biorremediacion, asi como en la desintoxicacion de micotoxinas y metales
pesados. Ademas, la manipulacién genética y el uso de herramientas metabdlicamente
adaptadas en estos microorganismos permiten la creacion de cepas eficientes, disefiadas
especificamente para la generaciéon de productos industriales y agricolas que sean
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beneficiosos (Lahlali et al., 2022). En este contexto, estas cepas se posicionan como
agentes de biocontrol eficaces, capaces de no solo suprimir microorganismos
fitopatdgenos, sino también de fomentar el crecimiento de las plantas y controlar insectos
y otras plagas (Thai et al., 2023).

Bacterias del acido lactico como biofertilizantes

Uno de los principales desafios de la agricultura moderna es la contaminacion secundaria
y la disminucion de la disponibilidad de nitrdgeno, exacerbados por las emisiones
antropogénicas de amoniaco. Los biofertilizantes, que contienen una diversidad de
bacterias que promueven la biodisponibilidad de los nutrientes en las plantas, son una
solucion prometedora. En particular, las bacterias de nitrificacion y las BAL no solo
aumentan la nitrificacion, sino que también ayudan a reducir las emisiones de amoniaco,
mitigando asi los efectos del cambio climatico (Zayed et al., 2023). Recientemente, se ha
validado el uso de BAL y otros biofertilizantes basados en Bacillus en la agricultura y el
medio ambiente (Raman et al., 2022). Estos biofertilizantes microbianos no solo
aumentan la produccién de cultivos, sino que también aceleran la absorcion de minerales
por las raices de las plantas y mejoran el catabolismo de sustancias orgénicas
(Samantaray et al., 2024).

En este contexto, el compost elaborado a partir de restos vegetales y estiércol es esencial
para la agricultura organica y sostenible (Pajura, 2024). Las BAL contribuyen a aumentar
el valor agronémico al descomponer y bioestabilizar los desechos vegetales y animales,
lo que permite una mejor absorcion de materia organica como la lignina y los
componentes de celulosa. Ademas, estas cepas bacterianas ejercen un efecto
antagonico sobre los fitopatdgenos del suelo (Raman et al., 2022). Por ejemplo,
Lactococcus lactis puede solubilizar diversas fuentes de compuestos de fosforo gracias
a la presencia de secuencias genéticas que codifican diferentes tipos de fosfatasa
alcalina, enzimas que facilitan la mineralizacion del fosfato (Timofeeva et al., 2022). La
acidez generada por las BAL, producto de la sintesis de acidos organicos, también juega
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un papel crucial en la solubilizacion de nutrientes como el fosforo y el potasio, haciéndolos
mas accesibles para las plantas. Ademas, investigaciones recientes han identificado
compuestos producidos por L. plantarum, que promueven el crecimiento y desarrollo del
germen de trigo (Turaeva et al., 2022).

1.8. Relevancia de las bacterias acido lacticas

La produccion lechera es una de las actividades agropecuarias mas relevantes en el sur
de Chile, especialmente en las regiones de Biobio, Los Rios y Los Lagos, que
representan el 89% de las vacas lecheras y el 81% de los predios lecheros del pais
(ODEPA, 2019b). Sin embargo, este sector también genera grandes cantidades de
residuos liquidos industriales, los cuales requieren un tratamiento especifico para reducir
la presencia de contaminantes, en particular aquellos que tienen una alta Demanda
Biol6gica de oxigeno (DBOs) o Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), como la materia
grasa no emulsificable, proteinas solubles y lactosa (Li et al., 2020b). En este contexto,
uno de los subproductos mas relevantes generados en la produccién de queso es el suero
de leche, o lactosuero, el cual posee una carga organica considerable y ha sido
histéricamente visto como un potencial contaminante (Li et al., 2020b).

De acuerdo con datos del VIy VIl Censo Agropecuario Forestal, en el primer trimestre de
2021, se produjeron en Chile mas de 5 millones de kg de quesillo y casi 29 millones de
kg de queso (ODEPA, 2021). A partir de las estimaciones de produccién, se puede
calcular que se utilizaron alrededor de 310 millones de litros de leche para la fabricacion
de estos productos, y que aproximadamente 265 millones de litros de suero fueron
generados en el proceso. Tradicionalmente, el suero era considerado un subproducto no
deseado debido a su dificil aceptacién en el mercado, ya que sus caracteristicas no
permitian su comercializacion como suero liquido. Ademas, su eliminacion generaba
riesgos ambientales, ya que un litro de lactosuero puede equivaler a la demanda biologica
de oxigeno producida por las aguas negras de 450 personas (Rojas et al., 2015).

Sin embargo, en la actualidad el suero de leche ha pasado a ser considerado un recurso

valioso en la industria alimentaria y biotecnologica, debido a su alto contenido de lactosa.
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Esta sustancia ha generado un gran interés en los procesos fermentativos, especialmente
en la produccion de acido lactico, un compuesto biolégico con diversas aplicaciones en
las industrias alimentaria y farmacéutica (Patel et al., 2021). La fermentacién de lactosa
por bacterias acido lacticas, como Lactobacillus y Streptococcus, ha sido ampliamente
estudiada para mejorar la productividad y eficiencia en la obtencion de acido lactico,
utilizando residuos agroindustriales como el suero de leche (Rama et al., 2019; Li et al.,
2020; Patel et al., 2021). Estas bacterias poseen una gran capacidad metabdlica para
transformar la lactosa, un azucar presente en el suero, en acido lactico mediante un

proceso conocido como fermentacion lactica.

Las bacterias acido lacticas desempefian un papel fundamental en la conversion de la
lactosa en &cido lactico, aprovechando su capacidad para realizar una fermentacién
anaerobia, un proceso en el que se produce acido lactico como principal metabolito. Este
proceso es fundamental no solo para la produccion de acido lactico, sino también para la
valorizacion del suero, ya que las bacterias lacticas son capaces de tolerar y adaptarse a
las condiciones del medio, como las altas concentraciones de lactosa y otros compuestos
presentes en el suero (Patel et al., 2021). Ademas, la fermentacion de lactosa por estas
bacterias también ayuda a reducir la carga organica del suero, de esta manera, se reduce
su impacto ambiental al convertir un residuo potencialmente contaminante en un recurso
valioso.

A nivel global, la busqueda de formas mas eficientes y econdmicas para obtener acido
lactico a través de medios fermentativos ha impulsado el interés en el uso de residuos
agroindustriales como el lactosuero. Esto ha llevado a la investigacion de diferentes
condiciones de cultivo para optimizar el proceso y aumentar el rendimiento del acido
lactico, utilizando sustratos alternativos y modificando las condiciones de fermentacion
para maximizar la actividad de las bacterias acido lacticas (Rama et al., 2019). A través
de estos avances, se han logrado mejorar tanto los costos como la eficiencia de la

produccion de acido lactico, lo que favorece su utilizacién en diversas industrias.
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La implementacion de tecnologias que permitan el redso del agua proveniente de la
industria porcina y la valorizacion de residuos agroindustriales, como el suero, es
fundamental para fomentar la sostenibilidad en el sector agropecuario de Chile. El
aprovechamiento de estos subproductos no solo ayuda a reducir la carga contaminante
en el medio ambiente, sino que también permite la recuperacién de la carga nutricional
presente en las aguas residuales. La valorizacion de estos residuos es una estrategia
clave en el desarrollo de una economia circular, donde los residuos se transforman en
recursos Utiles, contribuyendo a la sostenibilidad y a la creacién de nuevos productos.

A partir de lo hasta aqui mencionado, la presente tesis doctoral se centra en el tratamiento
de aguas residuales del sector pecuario, especificamente a través del tratamiento
bioldgico de purines de cerdo, los cuales seran fermentados con bacterias acido lacticas
(BAL) aisladas desde Antartica debido a sus propiedades metabdlicas, ademas de un co-
sustrato como es el suero de queso, donde se espera mejorar la calidad de este residuo
liquido para fertirriego, ademas de poder valorizar el residuo y de este modo contribuir a
la mitigacion de los efectos negativos que provocara la actual crisis hidrica en nuestro

pais y el mundo.

1.9. Hipétesis

La aplicacion de cepas de bacterias acido-lacticas aisladas de ambientes antarticos en el
tratamiento de aguas residuales porcinas incrementa la biodisponibilidad de nutrientes,
medidos a través de la demanda quimica de oxigeno, nitratos y fosfatos. Este proceso
no solo optimiza la recuperacion de nutrientes, sino que también favorece la produccion
de exopolisacéaridos, lo cual contribuye a la formacion de biopeliculas y mejora la
estabilidad del sistema microbiano, ademas de permitir su viabilidad, lo cual permite

considerar estas cepas como potenciales biofertilizantes.
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1.10. Objetivos

Objetivo general
Estudiar el potencial de las bacterias acido lacticas provenientes de la Antartida para su

aplicacion en el tratamiento y valorizacion de aguas residuales porcinas.

Objetivos especificos

OEL1: Evaluar el perfil taxonémico, bioquimico y de tolerancia fisiologica de cepas
bacterianas acido lacticas aisladas de matrices antarticas, con miras a su potencial uso
en ambientes agroindustriales.

OE2: Evaluar el potencial de los aislados bacterianos para la recuperacion y
aprovechamiento de nutrientes presentes en aguas residuales porcinas (purines).

OE3: Caracterizar los aislados bacterianos en funcién de su potencial aplicacibn como

biofertilizante.
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CAPITULO IlI: Practicas avanzadas en la sostenibilidad: exploracion de alternativas
para lareutilizacion de aguas residuales y la recuperacion de nutrientes a partir de

efluentes de la produccién animal, una revisién

Este capitulo ha sido publicado como: Herrera, O., and de Bruijn, J. .2025. Advanced
sustainable practices: Exploring alternatives for wastewater reuse and nutrient recovery
from animal production effluents, a review. Chilean Journal of Agricultural Research.
25:147-160. https://doi.org/10.4067/S0718-58392025000100147.

Resumen

El agua es un recurso vital para la supervivencia humana, siendo el centro del desarrollo
sostenible. Por otro lado, el sector ganadero emerge como un gran consumidor de agua,
produciendo un volumen sustancial de aguas residuales ricas en nutrientes. En
consecuencia, la viabilidad de reutilizar aguas residuales y recuperar sus nutrientes se
hace necesaria para promover una mayor sostenibilidad de los recursos hidricos. El
objetivo de este estudio fue generar conocimiento sobre el tratamiento terciario de las
aguas residuales proveniente de la industria ganadera y avicola, la reutilizacion del agua
y la recuperacion de sus nutrientes, y sus posibles aplicaciones. Una revision bibliografica
sistematica mediante busquedas en las plataformas ScienceDirect y Web of Science
permite explorar las tecnologias que facilitan la reutilizacion del agua y la recuperacion
de sus nutrientes a partir de agua residual de la ganaderia y la avicultura, incluida la
filtracion por membrana. Como resultado, el flujo de residuos concentrado procedente de
la filtracion por membrana puede aprovecharse mediante un tratamiento adicional con
microalgas, bacterias o consorcios sinérgicos de microalgas y bacterias, en particular
bacterias lacticas inocuas para el ser humano. Por udltimo, la integracion de estas
tecnologias presenta una via prometedora para producir valiosos productos
biotecnoldgicos con aplicaciones versatiles en la industria farmacéutica y alimentaria. Sin
embargo, la aplicacion de estas tecnologias a escala industrial requiere mas

investigacion.
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Palabras clave: aguas residuales, aves de corral, ganaderia, reutilizacion del agua,

valorizacion de residuos.

2.1. Introduccion

El agua, como piedra angular de la vida y recurso vital para las actividades humanas,
sigue siendo el mas preciado de nuestros bienes naturales (Unfried et al., 2022). En la
actualidad, factores como el crecimiento demografico, la urbanizacién y el desarrollo
econOmico estan ejerciendo una presion significativa sobre los recursos hidricos
disponibles, lo que afecta a la calidad y disponibilidad del agua (Lee y Jepson, 2020;
Unfried et al., 2022). La reutilizacion del agua se erige como una valiosa herramienta para
la valorizacion de las aguas residuales por su potencial reincorporacion en los sectores
doméstico, industrial y agricola. Entre los paradigmas emergentes, el marco de la
economia circular (EC) ha ganado protagonismo (Akerman et al., 2020; Robles et al.,
2020). Este enfoque fomenta un cambio transformador de los sistemas lineales
tradicionales de tomar-hacer-usar-eliminar a sistemas mas sostenibles de tomar-hacer-
usar-reutilizar, facilitando asi la transicion hacia una sociedad sostenible (Akerman et al.,
2020). Los sectores ganadero y avicola, como importantes consumidores de agua, son
un desafio especial para el tratamiento de las aguas residuales dentro del paradigma de
la EC (L6pez-Sanchez et al., 2022a; Vaishnav et al., 2023). Este desafio surge debido a
la intrincada combinacion de residuos animales y quimicos, elevadas concentraciones de
nutrientes, microorganismos y contaminantes inherentes a los efluentes ganaderos y
avicolas. Dependiendo de las aplicaciones especificas, se hace evidente el imperativo
del tratamiento de las aguas residuales para garantizar la calidad requerida del agua,
adoptando sistemas no convencionales, solos o combinados, para facilitar la reutilizacion
del agua y la recuperacion de nutrientes (Thapa et al., 2022; Yhaashikaa et al., 2022;
Khanal et al., 2023). Al elevar la calidad de las aguas residuales mediante tratamientos
terciarios se obtiene agua apta para aplicaciones en el riego o para su reintegracion en
los procesos de produccion. Simultineamente, se pueden recuperar compuestos

valiosos y transformarlos posteriormente en productos, como biogas y biohidrégeno
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(Sarawaneeyaruk et al., 2019; Chen et al., 2020; Niquice-Janeiro et al., 2020; Manasfi et
al., 2021). Este paradigma concuerda con los principios de la EC que proporcionan
respeto por los limites ecoldgicos (Patwa et al., 2021). Este estudio tiene como objetivo
determinar las tendencias mundiales en el tratamiento terciario de las aguas residuales
de la industria ganadera y avicola, la reutilizacién del agua y la recuperacion de sus

nutrientes, incluidas sus posibles aplicaciones, en los ultimos siete afios (2018-2024).

2.2. Caracteristicas de las aguas residuales de ganado y aves de corral

La produccion de aguas residuales puede ser una fuente importante de contaminacién
del ecosistema si no se trata, ya que contiene grandes cantidades de materia organica,
nutrientes, patégenos y compuestos farmacéuticos (Vaishnav et al., 2023). Otro problema
es la contaminacion de las aguas subterraneas, que pueden verse afectadas por los
efluentes ganaderos al filtrarse a través del suelo. Las aguas residuales pueden

clasificarse segun su origen, que se describe a continuacion.

2.3. Aguas residuales de ganado

La produccién de ganado era de aproximadamente 1.600 millones de cabezas en 2018
en todo el mundo, lo que produce 37 kg de aguas residuales por cabeza por afio (Shen
et al., 2018). Ademas del gran volumen de aguas residuales producidas, el panorama es
bastante complicado debido a su amplio rango de pH, alta temperatura, alta carga
organica medida como concentracion de sélidos suspendidos totales (SST) y demanda
guimica de oxigeno (DQO) (Tabla 2.1). De Matos Nascimento et al. (2020) evaluaron la
composicién de las aguas residuales bovinas para comprender el impacto de este
efluente en el medio ambiente, identificando que la reutilizacion de aguas residuales
ofrece beneficios ambientales y econémicos como una alternativa sostenible para la
gestion de residuos liquidos, recomendando tratar las aguas residuales antes de su

reutilizacion.
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Tabla 2.1. Valores de los parametros de calidad del agua encontrados en las aguas
residuales de ganado y aves de corral.

Tipo de pH NT® FT®  NHsN®  DQO?¥ Referencias
agua
residual (mgL?) (mgL?Y) (mgL?l)  (mgLd
Ganado 7,1- 95-1230 41-86  498-660 2900- de Mendonga et al.,
8,1 10400 2018;
Lv et al., 2018;
Daneshvar et al.,
20109.

Aves de 7,1-7,3 49-80 7.5-55 123-150 350-4000 Ferreiraetal., 2018;
corral Hilsen et al., 2018;
Zheng et al., 2019;

Artukmetov et al.,

2021.
Cerdo 6,4-6,8 200- 100- 110- 2000- Cheng et al., 2019;
2050 620 1600 37000 Lépez-Pacheco et
al., 2019;

Oliveira et al., 2020.
a) NT: nitrégeno total; FT: fosforo total; NHs-N: nitrdgeno amoniacal; DQO: demanda quimica de

oxigeno.

2.4. Aguas residuales avicolas

La poblacion de pollos de engorda se estimé en 66.500 millones en 2020 en todo el
mundo, donde se requerian casi 26,5 L de agua para producir un pollo de esta categoria
(Goswami y Pugazhenthi, 2020).

Estas aguas residuales son una fuente importante de contaminacion del ecosistema. Al
igual que los efluentes anteriores, contienen materia organica y nutrientes (Artukmetov et
al., 2021). Se componen principalmente de heces, plumas, restos de pienso y agua.
También contienen grasas, proteinas, solidos en suspension, macronutrientes como
nitrogeno, fosforo y potasio, por lo que el mayor peligro de estas aguas residuales para

el medio ambiente esta relacionado con la eutrofizacion de los acuiferos. Por otra parte,
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las concentraciones pueden variar en funcion del tipo de aves de corral, la cantidad de
heces y las practicas de gestion (Oueslati et al., 2021). La Tabla 2.1 muestra los rangos

de concentracion de los pardmetros de calidad del agua segun la literatura.

2.5. Aguas residuales porcinas

La carne de cerdo es la segunda mas consumida en el mundo, correspondiendo a 118,8
millones de toneladas en 2018 (Tsai, 2018; FAO, 2021). La produccion de 770.000
millones de cerdos en todo el mundo en 2018, con 4-8 L de efluentes por animal y dia,
genera una enorme cantidad de aguas residuales (Tsai, 2018; Vaishnav et al., 2023).La
composicién de estas aguas residuales varia en funcion del sistema de produccion, la
fisiologia de los animales y los procedimientos de manejo realizados en las explotaciones.
El efluente generado contiene altos niveles de materia orgénica, incluyendo orina,
residuos de piensos, aguas residuales de piensos, agua de limpieza de las granjas y otros
compuestos como hormonas y antibioticos , con alrededor de un 10% de sdlidos (Zhang
et al., 2018; Cheng et al., 2020a). En el caso de las heces, contienen fésforo, cobre, zinc
y nitrégeno (sobre todo amoniaco) porque estos nutrientes se incorporan a su dieta para
mejorar la eficiencia alimentaria y la salud en general (Zhou et al., 2019). Segun la Tabla
2.1, las aguas residuales porcinas contienen las mayores concentraciones de

contaminantes, por lo que se requiere un tratamiento adecuado.

2.6. Tratamientos fisicos y quimicos

Para producir 200 kg de carne, el sector ganadero consume 15.000 litros de agua, lo que
se traduce en la generacién de importantes cantidades de purines con abundantes
nutrientes recuperables (Xie et al., 2020). Anualmente se generan unos 3.000 litros de
purines por animal, incluidos los segmentos bovino, porcino y avicola. Constituidos
principalmente por heces, orina, restos de piensos y efluentes de limpieza de las
instalaciones de animales, estos residuos presentan variabilidad debido a la especie, la
edad, la composicion de los piensos y las condiciones de cria (Nagarajan et al., 2020;
Lopez-Sanchez et al., 2022a). Debido a su composicion, los indicadores clave de la

calidad de las aguas residuales, como la demanda quimica de oxigeno (DQO), el
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nitrégeno total (NT), el fésforo total (PT), el nitrdgeno amoniacal (NH3-N) y el pH,
requieren un seguimiento para evitar consecuencias medioambientales perjudiciales
(L6pez-Sanchez et al., 2022a).

Las aguas residuales, una reserva inestimable de agua, poseen el potencial de producir
nutrientes y energia. Sin embargo, para gestionar las aguas residuales de acuerdo con
el concepto de economia circular, es necesario introducir cambios en los sistemas de
tratamiento actuales, incluida la reutilizacion de los purines de ganado. La factibilidad de
aplicar tales tratamientos depende de factores como el flujo de material a tratar y el
contenido de materia organica en el efluente.

Existen varias tecnologias fisicas y quimicas para la reutilizacion del agua y la
recuperacion de residuos, incluyendo los procesos de oxidacion avanzada (Tabla 2.2).
Aplicando la electrocoagulacién, por ejemplo, a las aguas residuales avicolas, la
recuperacion de agua varia entre el 50-75% con una recuperacién de lodos del 5-10%
(Vaishnav et al., 2023). Sin embargo, existen varios parametros como los costos de
mantenimiento, asi como el rendimiento de estas tecnologias, que son una desventaja
para su implantacion (Tabla 2.2). Con el fin de ampliar la escala de estas tecnologias,
hay que tener en cuenta varios aspectos para mejorarlas. Existe trabajo de investigacion
en curso, pero se deben realizar mas analisis en relacion con los costos del proceso, la
toxicidad de los efluentes y subproductos, la tecnologia de catalizadores y el disefio del

reactor, entre otros (Domingues et al., 2021).

Tabla 2.2. Procesos fisicoquimicos estudiados para eliminar residuos y conseguir la
reutilizacion de aguas residuales ganaderas.

Tecnologia Ventaja Desventaja Referencias
Fenton Menor toxicidad del Toxicidad del hierro, Domingues et
efluente, eliminacién no reutilizacion del al., 2018;
del color, catalizador, Domingues et
mineralizacion de baja eficacia a pH al., 2021.
contaminantes. elevado para aguas

residuales complejas.
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Tabla 2.2 (continuacion)

Foto-Fenton Mejora de la Necesidad de Park et al., 2019.
degradacién de radiacion UV,
moléculas organicas. aumento de los
costos.
Ozonizacion Reaccion con Oxidacion incompleta Gomes et al.,
moléculas ricas en de aguas residuales 2019;
electrones. complejas, Cheng et al.,
subproductos téxicos. 2020b;

Rekhate and
Srivastava, 2020.

Fotocatdlisis Reaccibn rapida Elevada turbidez del Basavarajappa
mediante radiacion efluente, et al., 2020;
solar, filtracion del efluente Cheng et al.,
alta mineralizacion de con mayores costos. 2020b;
los contaminantes. Kang et al.,
2020;
Zhao et al.,
2020;
Domingues et
al., 2021.
Procesos Funcionamiento a Costos elevados de Huang et al.,
electroquimicos temperatura y presion los electrodos, 2018;
ambiente, alto consumo de Garcia-Segura et
alto rendimiento y energia, subproductos al., 2019;
adaptabilidad a las toxicos, Huang et al.,
aguas residuales formacion de 20109.
ganaderas. compuestos
organoclorados a
partir del NaCl.
Electrocoagulacion Equipos sencillos, La sustitucién de los Zhang et al.,
funcionamiento y anodos aumenta los 2018.

automatizacion.

costos del proceso.

De acuerdo con la Tabla 2.2, las alternativas de tratamiento son eficaces en términos de

degradacion de la materia organica, velocidad de reacciéon y condiciones de operacion.
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El agua reutilizada es una fuente hidrolégicamente independiente durante todo el afio que
puede amortiguar los impactos de la escasez de agua (Lee y Jepson, 2020). Una de las
ventajas de la reutilizacién del agua es la posibilidad de reducir la presion sobre el
consumo de aguay, por otro lado, permitir valorizar los residuos presentes en dicha agua
mediante diversas tecnologias, que se estan expandiendo rapidamente debido a la
necesidad de reciclar adecuadamente algunos elementos clave de las aguas residuales
(como el nitrégeno y el fésforo, por ejemplo) para avanzar hacia una sociedad moderna
verdaderamente sostenible (Robles et al., 2020; Hasan et al., 2021). La capacidad de
recuperar y valorizar los elementos y nutrientes de las aguas residuales genera beneficios
como el cumplimiento con los niveles de nutrientes en los efluentes, exigidos por la
legislacion, la reduccion de los problemas de eutrofizaciéon y la obtencién de subproductos
con potencial economico de diversa indole, entre otros (Robles et al., 2020).

A nivel internacional, no existe una legislacion medioambiental unificada que regule el
uso de aguas residuales tratadas procedentes de la industria de produccion animal para
aplicaciones de riego. A nivel local, la legislacion chilena NCh 1333 regula los requisitos
de calidad del agua para diversas aplicaciones, incluido el riego; sin embargo, sélo define
el rango de valores de pH (5,5-9,0) para el riego. Para la descarga de residuos liquidos
industriales al alcantarillado, la disposicion legal D.S. 609/1998 de Chile regula los
estandares de pH, fosforo, nitrégeno y demanda biol6gica de oxigeno, entre otros (Tabla
2.3). La disposicion legal D.S. 90/01 de Chile se aplica para la descarga de residuos
liquidos a sistemas de aguas superficiales e incluye los parametros antes mencionados
(Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Limite maximo o rango de algunos parametros para la descarga de residuos
liguidos segun la legislacion ambiental chilena.

Disposicion legal segun  Disposicion legal segun

Parametro D.S. 609/1998 D.S. 90/01
pH 5,5-9,0 6,0-8,5
FT (mg/L) 15 10
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Tabla 2.3 (continuacion)
NT (mg/L) 80 50
DBO (mg/L) 35 35

FT: fosforo total; NT: nitrégeno total; DBO: demanda bioldgica de oxigeno.

Cabe mencionar que se ha estudiado la reutilizacion de las aguas residuales de ganado
y aves de corral. Existen varias tecnologias evaluadas en la reutilizacion de aguas
residuales ganaderas, como la filtracion por membrana con un alto porcentaje de
recuperacion (Tabla 2.4). Por lo tanto, la filtracion por membrana parece ser la tecnologia
mas viable para la reutilizacion de aguas residuales. En concreto, Mansor et al. (2021)
desarrollaron membranas de ultrafiltracion capaces de eliminar la demanda biologica de
oxigeno (DBO), la demanda quimica de oxigeno (DQO), los sdlidos solubles totales
(SST), solidos suspendidos volatiles (SSV) y la turbidez con una eficiencia del 99,8%,
99,7%, 99,8% y 99,6%, respectivamente. Los compuestos mencionados son la principal
fuente de contaminantes organicos en el caso de los residuos de la industria lactea. La
ultrafiltracién es un buen método para el tratamiento de aguas de importancia econémica
y ecoldgica que deberian reutilizarse. La Tabla 2.4 es un compendio de estudios que
resume los esfuerzos de investigacion relativos a la reutilizacién de las aguas residuales

ganaderas, avicolas y lacteas.

Tabla 2.4. Reutilizacion de las aguas residuales de las industrias ganadera, avicola y
lactea, y su eficiencia de eliminacion.

Tipo de agua Parametros®  Tecnologia Relso Eficiencia de Referencias
residual remocion
(%)
Purin de aves DQO, Microfiltracion Limpieza, 100 Goswami and
de corral SST, riego. Pugazhenthi, 2020
turbidez.
Suero de DBO, Ultrafiltracion Limpieza, 99 Mansor et al., 2021
queso DQO, riego.
SST.
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Tabla 2.4 (continuacion)

Purin de Fosforo. Absorcioén con Limpieza, 94 Banet et al., 2020
cerdo aluminio. riego.

Purin de NH3-N Compost. Limpieza, 87 Matiz-Villamil, et
cerdo riego. al., 2023
Aguas DQO, Sistemas de Limpieza, >80 Liu et al., 2022

residuales fésforo, multicapa riego.
ganaderas nitrégeno. asistidos con

microcorriente.

Aguas DBO, Coagulacion. Limpieza, 73 Kurup et al., 2019
residuales proteinas, riego.
lacteas lipidos.

a) DQO: demanda quimica de oxigeno; SST: soélidos solubles totales; DBO: demanda bioldgica de

oxigeno; NT: nitrégeno total; NHs-N: nitrégeno amoniacal.

2.7. Filtracion por membrana

En la actualidad, en la gestion de las aguas residuales se emplea un amplio espectro de
técnicas de eliminacion de nutrientes. Sin embargo, estas tecnologias muestran con
frecuencia una ineficacia que permite que los nutrientes penetren en los ecosistemas
acuaticos. El aumento de la reutilizacion de las aguas residuales implica la incorporacion
de tratamientos terciarios a los lodos, como los procesos de membrana con alta eficiencia
de eliminacion de nutrientes (Tabla 2.4) con un rendimiento de concentrado o retentado
del 20-40%, una recuperacion de agua del 55-75% para efluentes lacteos y del 50-90%
para efluentes porcinos (Vaishnav et al., 2023). En este contexto, su combinacién con
tratamientos biologicos surge como una forma ecolégicamente consciente de suceder a
los tratamientos secundarios mediante la captura de residuos quimicos de las aguas
residuales y su conversion en productos potencialmente valiosos (Vaishnav et al., 2023).
Las tecnologias de membrana son una herramienta versatil utilizada en diversos
sectores, desde la produccion de agua potable hasta la recuperacion de otros recursos.

En el tratamiento de aguas residuales, las tecnologias de membrana ofrecen una serie
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de ventajas sobre los métodos tradicionales, como un menor consumo de energia, una
separaciéon continua y una mayor eficacia en la eliminacion de contaminantes (Vaishnav
et al., 2023). Una de las principales ventajas de las tecnologias de membrana es que
pueden eliminar contaminantes de forma continua. Esto contrasta con los métodos
tradicionales de tratamiento de aguas residuales, que suelen ser procesos por lotes que
requieren un tiempo no operativo para su limpieza y mantenimiento. Otra ventaja de las
tecnologias de membrana es que pueden reducir el consumo de energia, ya que las
membranas son capaces de separar los contaminantes fisicamente, en lugar de utilizar
procesos quimicos o biolégicos con un mayor consumo de energia (Quan et al., 2018;
Chen et al., 2022). Sin embargo, las tecnologias de membrana también tienen algunas
desventajas. Una de las principales desventajas es que pueden ser caras de instalar y
operar. Otra desventaja es que las membranas pueden obstruirse con contaminantes, lo
gue se conoce como ensuciamiento, lo que reduce el flujo del permeado y requiere una
limpieza periddica (Kwon et al., 2021). Esto ocurre cuando los sélidos y otros materiales
organicos se depositan en la superficie o dentro de los poros de la membrana. Esto
reducira el flujo del permeado, lo que requerira mas presion y aumentara el consumo de
energia. En el ensuciamiento de las membranas influyen varios factores, como las
propiedades de la membrana, su rugosidad e hidrofobicidad, la velocidad del flujo, la
presion transmembrana, la temperatura, el pH, la fuerza iénica y la concentracion de
contaminantes (Obotey-Ezugbe y Rathilal, 2020; Bera et al., 2022; Vaishnav et al., 2023).
Sin embargo, aun existe un vacio en el conocimiento sobre el uso de membranas en
condiciones de bajo ensuciamiento, asi como la busqueda de alternativas para mitigar el

ensuciamiento con el fin de alargar la vida operativa de estos elementos.

2.8. Tratamientos bioldgicos

Entre las tecnologias investigadas para la recuperacion y valorizacion de residuos de
purines ganaderos destacan las microalgas y las bacterias como las mas ampliamente

estudiadas, en particular las interacciones microalgas-bacterias (Lopez-Sanchez et al.,
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2022b). Estos tratamientos biolégicos presentan una notable ventaja sobre los
procedimientos quimicos o los sistemas de membranas debido a la disminucién del
consumo energético y de los gastos operativos (Crini y Lichtfouse, 2019; Sutherland y
Ralph, 2019; Pacheco et al., 2020).

2.9. Microalgas

Debido a su adaptabilidad a diversos medios acuaticos, las microalgas han demostrado
ser un receptor adecuado de nutrientes procedentes de los efluentes ganaderos. Como
ya se ha dicho, estos efluentes contienen macronutrientes, como nitrégeno y fésforo,
junto con micronutrientes como calcio, cloro, cromo, cobalto, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, potasio, silice, sodio, azufre y zinc. Este entorno quimico diverso favorece
la proliferacion de microalgas. EI empleo de tratamientos de aguas residuales basados
en microalgas asimila eficazmente la materia organica y los nutrientes, satisfaciendo sus
necesidades de crecimiento, al tiempo que sirve como depdsito de nutrientes y
precursores quimicos como proteinas, lipidos, polisacaridos, vitaminas y betacarotenos,
lo que permite la generacion de productos como los biocombustibles (Tabla 2.5) (Li et al.,
2018; Li et al., 2020). La eliminacion biologica de nutrientes impulsada por microalgas ha
sido objeto de un amplio estudio en los ultimos afios (Cheng et al., 2019; Lu et al., 2019;
Nagarajan et al., 2020). Este proceso permite la sintesis de diversos productos valiosos
en condiciones notablemente rentables de aproximadamente 0,24 USD$/m? (Figura 2.1)
(Cheng et al., 2020a; Chaudry, 2021).

Tabla 2.5. Principales especies de microalgas y productos generados a partir de aguas
residuales ganaderas y sus aplicaciones.

Especies Producto Aplicacion Referencias
Botryococcus braunii; Carotenoides, Colorantes, aditivos Khoo et al., 2019;
Chlorella zofingiensis; pigmentos alimentarios, Koyande et al., 2019;
Coelastrella striolata; suplementos Sathasivam et al., 2019;
Cryptonemia obovate; nutricionales Zanella and Vianello, 2020.

Dunaliella bardawil;
Dunaliella salina;
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Tabla 2.5 (continuacion)

Haematococcus pluvialis;
Nannochloropsis gaditana;
Phaeodactylum tricornutum;

Scenedesmus obliquus.

Aulosira fertilissima;
Nostoc muscorum;
Spirulina platensis;

Synechocystis salina.

Arthrospira platensis;
Chlorella minutissima,;
Chlorella sorokiniana;
Scenedesmus bijuga
consorcia.

Botryococcus braunii;
Chlorella prothothecoides;
Chlorella sorokiniana;
Scenedesmus obliquus.

Botryococcus braunii;
Chlorella kessleri;
Dunaliella tertiolecta;
Tetraselmis suecica.

Polisacaridos

Actividades
antibacterianas,

antifingicas,

antioxidantes,
anticancerigenas,
inmunomoduladoras,
antiinflamatorias,
anticoagulantes,

antitusivas,

antiglucémicas,
antilipidémicas y
antienvejecimiento,
bioplasticos.

Proteinas

industriales,
productos de
cuidado personal.

Lipidos

biohidrégeno.

Nanoparticulas
metalicas

Alimentacion animal,

productos

Biodiesel,
bioetanol,
biogas,

Industria cosmética,
envasado de
alimentos, productos

textiles.

Koutra et al., 2018;
Prybylski et al., 2020.

Moheimani et al., 2018;
Fuentes-Tristan et al., 2019;
Luo et al., 2019;
Orfanoudaki et al., 2019;
Amador-Castro et al., 2020.

Kadir et al., 2018;
Khalid et al., 2018;
Javed et al., 2019;
Maaz et al., 2019.

Arévalo-Gallegos et al., 2018;
Arya et al., 2018;
Pugazhendhi et al., 2018.
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Figura 2.1. Compuestos de aguas residuales ganaderas sintetizados por microalgas (a)
y sus aplicaciones (b). Adaptado de Lépez-Sanchez et al. (2022a).
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a) AGPI: &cidos grasos poliinsaturados.

b) 1. colorantes utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica o cosmética; 2:
inmunoestimulante en la industria farmacéutica o cosmética; 3: antiinflamatorio; 4:
fotoprotector; 5: antioxidante en nutracéuticos; 6: agente reoldgico en la industria
alimentaria; 7: estimulante del coldgeno en la industria cosmética estimulante del colageno
en la industria cosmética; 8: anticronico en la industria farmacéutica; 9:
antimicrobiano/antiviral en la industria farmacéutica o cosmética; 10: lipidémico
anticacético; 11: antidegenerativo en la industria farmacéutica.

El contenido total de carotenoides para las especies microalgales oscila entre el 0,69% y
el 14% de la biomasa (Koyande et al., 2019). Estos compuestos se aplicaron debido a
sus propiedades antioxidantes como colorantes naturales no alergénicos, suplementos
para piensos y compuestos funcionales para el consumo humano y animal (Khoo et al.,
2019; Sathasivam et al., 2019; Zanella y Vianello, 2020). El contenido proteico de las
microalgas oscila entre el 6% y el 71% de la composicién de la materia seca (Koyande et
al., 2019), utilizandose en la produccién de productos de cuidado personal como filtros
UV (Fuentes-Tristan et al., 2019; Amador-Castro et al., 2020). Ademas, las microalgas
son una destacada materia prima para biocombustibles de tercera generacién debido a
su alto contenido en lipidos, con una produccion de aceite que supera entre 15 y 300
veces la de cultivos oleaginosos como el maiz, el girasol, la soja y la palma (Lee et al.,
2020; Poh et al., 2020). Las microalgas también producen exopolisacéaridos (EPS),

compuestos de elevado valor por sus notables atributos, con un porcentaje de
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recuperacion del orden del 74-78% (Cheng et al., 2020a). Ademas de sus propiedades
autofloculantes, los EPS presentan caracteristicas antibacterianas, antifangicas,
antioxidantes, anticancerigenas, inmunomoduladoras, antiinflamatorias, anticoagulantes,
antitusivas, antiglucémicas, antilipidémicas y antienvejecimiento (Prybylski et al., 2020).
En consecuencia, los tratamientos biolégicos con microalgas ofrecen una via viable para
la recuperacioén, transformacion y reutilizacion de nutrientes de las aguas residuales
ganaderas. Sin embargo, a pesar del éxito de los ensayos a escala de laboratorio y de
los cultivos de alta densidad, sigue existiendo el reto de la ampliacién, junto con la
posterior extraccion y purificacion de las biomoléculas generadas (Li et al., 2020). Como
las microalgas estan suspendidas en el medio de cultivo acuoso, la biomasa y los
metabolitos intra/extracelulares requieren la separacién y recoleccion de este medio (Li
et al.,, 2020). Entre las tecnologias mas destacadas para la recoleccion de biomasa
microalgal, existen la centrifugacion, la floculacion y la filtracion (Singh y Patidar, 2018).
Sin embargo, algunos de estos procesos tienen implicaciones adversas a escala
industrial, como la utilizacion de floculantes perjudiciales para el medio ambiente, y

dificultan la posterior purificacion de las algas y/o sus derivados (Hu et al., 2020).

2.10. Consorcios microalgas-bacterias

Los consorcios microalgas-bacterias presentan una compleja interaccion de relaciones
mutualistas y antagonistas (Gradilla-Hernandez et al., 2020; Zhang et al., 2021). Dentro
de este resultado dinamico y beneficioso se produce la sintesis de compuestos como
micronutrientes y vitaminas, junto con la mejora en la eficiencia del proceso. En el caso
de interacciones mutualistas bacteria-microalga, las bacterias contribuyen a la produccion
de compuestos favorables para el crecimiento microalgal, incluyendo micronutrientes,
vitaminas, estimulantes del crecimiento y antibiéticos que protegen a las microalgas
contra microbios patégenos (Lépez-Sanchez et al.,, 2022b). Ademas, la actividad

respiratoria de las bacterias libera di6xido de carbono - critico para la fotosintesis
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microalgal - aumentando los niveles de oxigeno disuelto para las bacterias aerdbicas en
el medio, mitigando asi la necesidad de aireacion mecéanica (Zhang et al., 2021).

No obstante, estos consorcios también pueden dar lugar a efectos adversos. Las
bacterias nitrificantes pueden perturbar el crecimiento microalgal; se produce
competencia a concentraciones limitadas de CO»; sustancias como la estreptomicina
pueden interferir con los mecanismos fotosintéticos impidiendo el transporte de
electrones, lo que lleva a una reduccion del crecimiento microalgal y de la acumulacion
de biomasa. La Tabla 2.5 hace referencia a potenciales microalgas para ser utilizadas en

consorcios microbianos en el tratamiento de aguas residuales agroindustriales.

Determinadas bacterias pueden participar en una alianza simbidtica con microalgas,
ejemplificada por Chlorella vulgaris, en la que ambos grupos obtienen beneficios mutuos.
Este conocimiento sirve de piedra angular para formular estrategias que mejoren la
viabilidad técnica y econémica de los sistemas de tratamiento de aguas residuales
basados en consorcios de bacterias y microalgas. Entre las ventajas se encuentran la
simplificacion del proceso, la nitrificacion y desnitrificaciéon concurrentes, el aumento de
la supervivencia de las microalgas tras la aclimatacion debido a la robustez del sistema
y la reduccién de los costos de esterilizacion asociados a las aguas residuales ganaderas
(Lopez-Séanchez et al., 2023). A pesar de ello, es indispensable una mayor validacion de
estos sistemas a través de estudios en curso.

Aunqgue las caracteristicas Unicas de las especies de microalgas las hacen adecuadas
para objetivos particulares, la mayor parte de la literatura examina predominantemente
los monocultivos. Sin embargo, la dificultad de mantener condiciones estériles,
especialmente en sistemas de estanque abierto, incita a explorar el potencial de los
consorcios de microalgas con otros microorganismos, como las bacterias lacticas, una

via prometedora que sigue sin estar relativamente clara.
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2.11. Retos futuros: las bacterias lacticas como alternativa de valorizacion de

residuos

Las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo diverso de microorganismos
procariotas reconocidos por su variada morfologia y fisiologia, caracterizados
principalmente por la fermentacion de azucares que conduce a la produccion de acido
lactico. Pertenecientes al orden de los Lactobacillales, las BAL contienen seis familias,
30 géneros (principalmente Lactococcus sp., Streptococcus sp., Leuconostoc sp. y
Lactobacillus sp.) y mas de 300 especies (Mora-Villalobos et al., 2020). Al prosperar en
diversas condiciones ambientales, las BAL desempeiian muchas funciones, desde
adaptarse a nichos ecoldgicos (por ejemplo, aguas residuales) hasta crecer en
condiciones adversas de temperatura, pH y salinidad (Vasmara et al., 2021). Las BAL
producen bacteriocinas con atributos antimicrobianos que pueden retrasar el crecimiento
de patégenos (Mora-Villalobos et al., 2020). La biomasa es un pienso de alta calidad o
un suplemento probidtico, que promueve la salud de la microbiota intestinal, reduce el
colesterol y regula la respuesta inmunitaria de los consumidores. Las BL sintetizan acidos
lactico y polilactico, presentando varias aplicaciones en la industria alimentaria y de
bioplasticos (Zou et al., 2024). Ademas, las BL son una via propicia para la produccion
de EPS funcionales, que se manifiestan como polimeros exocelulares idnicos o no idnicos
de alto peso molecular (Yildiz y Karatas, 2018; Daba et al., 2021; Korcz y Varga, 2021).
Entre los EPS derivados de BL se encuentran el dextrano, el levan, el kefiran y el &cido
hialurénico. Estos compuestos ejercen efectos de aumento de la viscosidad,
emulsionantes, texturizantes y estabilizantes, junto con atributos antifingicos,
antibacterianos, antioxidantes y prebiéticos (Mantovan et al., 2018; Zhou et al., 2018;
Hasheminya et al., 2019; Moradi y Kalanpour, 2019; Matrtin et al., 2020). La Figura 2.2

resume los productos obtenidos tras la valorizacion de residuos mediante BAL.
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Figura 2.2. Productos obtenidos a partir de efluentes ganaderos y avicolas mediante
bacterias lacticas.

No hay estudios publicados sobre el tratamiento de aguas residuales ganaderas
empleando BAL. Hasta donde sabemos, estos microorganismos poseen las vias
metabdlicas para la formacion de bioproductos y la recuperacién de estos efluentes. Sin
embargo, de acuerdo a los requerimientos nutricionales las BAL necesitan co-
fermentaciones que involucran la combinacion de dos tipos de aguas residuales o
desechos para establecer las condiciones 6ptimas para la proliferacion microbiana
(Vasmara et al.,, 2021; Zhao et al., 2022). La incorporacion de cepas con atributos
probioticos en el tratamiento de residuos y/o efluentes no s6lo promueve la produccion
de bioproductos como acidos organicos y exopolisacéaridos, sino que también produce
biomasa probidtica, valiosa como alimento animal o utilizada en aplicaciones agricolas
(Zhong et al., 2021; Pekkoh et al., 2022; Sadeghi et al., 2022). Estos atributos Unicos de
las BAL hacen que su exploracién para el tratamiento de aguas residuales ganaderas y
la recuperacién de residuos sea un reto prometedor, en particular, para aquellas BAL
provenientes de Antartica.

Por ultimo, la Figura 2.3 ofrece una representacién conceptual de un sistema integrado

de tratamiento de aguas residuales, que combina las tecnologias de filtracion
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predominantes y los sistemas bioldgicos. Las aguas residuales podrian someterse a un
tratamiento terciario mediante membranas de ultrafiltracion, lo que permitiria la
reutilizacion del agua dentro de la instalacidn y/o el riego agricola. Simultaneamente, la
fraccion de retencién proveniente de la etapa de ultrafiltracién podria someterse a un
proceso de transformacion bioldgica con microalgas, por ejemplo, del género Chlorella,
facilitando la recuperacion de nutrientes viables en aplicaciones farmacéuticas,
alimentarias, agricolas o ganaderas, reintegrandolos al ciclo productivo. Ademas, este
proceso podria generar biocombustibles como el biogas para el suministro energético

dentro de la misma fase de tratamiento terciario.

T @

Valorizacién

Membrana de Rechazo
R
" D el

Figura 2.3. Esquema del sistema de tratamiento integrado propuesto para la reutilizacion
y valorizacion de las aguas residuales ganaderas y avicolas.

2.12. Conclusiones

Un sistema integrado para aguas residuales ganaderas y avicolas que combina la
filtracion por membranas con bacterias y microalgas ofrece una tecnologia de
bioprocesado sostenible y ecoldgica para la reutilizacion del agua y la valorizacién de
residuos. La tecnologia de membranas de ultrafiltracién es importante en la reutilizacion
de aguas residuales debido a su notable capacidad para alcanzar tasas de eliminacion
de nutrientes de hasta un 100%. Esta tecnologia permite la reutilizacion del agua dentro

del mismo proceso de produccién o su uso como agua de riego en la agricultura. Ademas,
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la integracion de este proceso de separacion con sistemas bioldgicos permite la creacion
de valiosos compuestos biotecnoldgicos a partir de los nutrientes de las aguas residuales.
Las microalgas y las bacterias actian como precursores, generando subproductos de
gran valor a través de sus vias metabdlicas y compuestos como complementos
alimenticios y agentes promotores de la salud. En particular, las bacterias lacticas ofrecen
vias prometedoras mediante estrategias de co-fermentacion para la utilizacién de aguas
residuales ganaderas y el consumo de nutrientes. En el futuro, la combinacion de la
filtracion por membrana con los sistemas bioldgicos - en concreto, la interaccion entre la
ultrafiltraciéon y las microalgas - desempefara un papel central en la reutilizacion
novedosa de las aguas residuales y la recuperacién de nutrientes para el sector ganadero
y avicola. Este enfoque holistico concuerda perfectamente con los principios de la
economia circular, garantizando una gestion eficiente y eficaz de las instalaciones de
tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, la materializacion de estos beneficios a
escala industrial requiere mas estudios para facilitar la aplicacion de estas tecnologias de

vanguardia.
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CAPITULO Ill: Aislamiento e identificacién de bacterias acido lacticas provenientes

de matrices antarticas

Resumen

La Antartida presenta unas condiciones ambientales Unicas y extremas, en las que los
microorganismos sobreviven gracias a su adaptacion a condiciones hostiles. Sin
embargo, se carece de informacidn cientifica sobre diversos microorganismos, entre
otras, de las bacterias lacticas, de ese continente. En este estudio se identificaron
bacterias lacticas de 27 matrices ambientales, incluyendo mamiferos, plantas, pinglinos
y peces mediante métodos bioquimicos y moleculares. Se aislaron e identificaron 32
cepas mediante el kit API 50CH y la secuenciacién del ARNr 16S. Las cepas identificadas
por métodos bioquimicos fueron Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Weissella confusa. Por otro lado,
las especies identificadas por meétodos moleculares fueron Enterococcus durans,
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Weissella
confusa. La especie con mayor frecuencia detectada y ensamblaje total de secuencias
fue Weissella confusa, a la que se realizaron pruebas de resistencia ambiental. Esta cepa
mostrd un crecimiento a 25-35°C, 2-4% NacCl, pH inicial de 6,0-7,0 y una hidrofobicidad
superior a 50%. Estas caracteristicas hacen de Weissella confusa un candidato

prometedor para la remediacion bioldgica de suelos y aguas residuales.

Palabras clave: Caracterizacion bioquimica, hidrofobicidad superficial, resistencia al

estrés, secuenciacion molecular, Weissella confusa.

3.1 Introduccién

La Antartida es el continente mas frio, seco y ventoso del mundo (Shivaji et al., 2017) y
posee un ecosistema extremo con escasez de vegetacion, lo que hace que los
organismos desarrollen mecanismos especiales de adaptacion bioquimica para

sobrevivir a bajas temperaturas con ciclos de congelacion-descongelacién, condiciones
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de luz subdptimas, altas dosis de radiacion UV-B y baja humedad. Segun Krishnan et al.
(2016), entre las formas de vida con mayor capacidad de adaptacién destacan los

microorganismos.

La investigacion sobre bacterias de la Antartida ha ido en aumento en los Ultimos afios,
centrada principalmente en nuevos microorganismos con potencial biotecnoldgico
(Zucconi et al., 2025). Por ejemplo, hay enzimas de bacterias antarticas que se han
utilizado en la desfosforilacion, la degradacion de bifenilos policlorados y en la produccion
de biodiésel y lipasas (Sathyanarayana Reddy et al., 2016; Gran-Scheuch et al., 2017;
Shivaji et al., 2017). Hasta ahora, la literatura sobre el aislamiento de bacterias de acido
lactico (BAL), generalmente reconocidas como seguras o «GRAS» (Hang et al., 2019),
de diferentes matrices en la Antartida es escasa. Las BAL son inocuas, amigables con el
ecosistema y se aplican en diversos procesos debido a su alta capacidad de adaptacion
(Mollea et al., 2013; Vasmara et al., 2021). Estas han sido utilizadas en diferentes areas
productivas, participando en procesos biotecnol6gicos y ambientales (Gou et al., 2019;
Mora-Villalobos et al., 2020; Korcz y Varga, 2021).

La busqueda y caracterizacion de BAL antarticas puede contribuir a desarrollar nuevos
retos cientificos, especialmente porque la Antartida es un laboratorio natural con
caracteristicas especiales, y con apenas unos pocos estudios sistematicos de aislamiento
de este tipo de microorganismos. El objetivo de este estudio fue caracterizar bacterias
lacticas antarticas a partir de diversas matrices ambientales y evaluar su potencial uso
en aplicaciones de remediacion ambiental en condiciones inusuales.

Existen estudios que demuestran la efectividad de las BAL en aguas residuales agricolas,
donde ha quedado en evidencia su capacidad para favorecer la recuperaciéon de
nutrientes (Chrysanthopoulos et al., 2024). La valorizacion de los subproductos
agroindustriales es una solucién viable para reutilizar su contenido nutricional y reducir el

consumo de recursos (Kavanagh et al., 2021).
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La bioacidificacion de purines animales, ha sido abordado en estudios previos (Prado et
al., 2020; Kavanagh et al., 2021; Gioelli et al., 2022). Se ha puesto especial atencion al
impacto de aditivos alternativos para lograr modificar el pH de los purines y con esto
lograr la reduccién de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y amoniaco (NH3).
El suero de queso, ha mostrado resultados prometedores en la reduccién de emisiones
de NHs (58-90%) (Gioelli et al., 2022; Prado et al., 2020). Otros estudios han evaluado la
posibilidad de utilizar residuos agricolas para la bioacidificacion de purines (Regueiro et
al., 2022), enriqueciendo esta agua residual con nutrientes. Por ejemplo, en el trabajo de
Prado et al. (2020), la adicion de salvado de arroz al purin aumentd su contenido de
magnesio en un 33%. El rol tecnoldgico de las BAL se ha incrementado notablemente en
las dltimas décadas, debido a sus capacidades de producir metabolitos y biomasa con
interés comercial, ademas de sus cualidades benéficas e inocuas (Ferrer et al., 2015).

Las BAL presentan potencial para la recuperar nutrientes en purines de cerdo, lo que
puede contribuir a mejorar la sostenibilidad agricola. Estas bacterias han demostrado ser
eficaces en la mejora de la productividad y en el control biolégico de cultivos (Abdul et al.,
2022). Su capacidad para inhibir microorganismos patégenos y promover el crecimiento
de las plantas las convierte en alternativas viables para su uso en lugar de fertilizantes
inorganicos (Akpoghelie et al., 2025). Ademas, su accion en el metabolismo de
carbohidratos permite la produccion de &cido lactico, un subproducto que no solo mejora
la calidad de los alimentos, sino que también puede utilizarse para enriquecer los purines
con nutrientes (Sanchez-Pascuala et al., 2017; Anumudu et al., 2024). La capacidad de
las BAL para metabolizar carbohidratos y producir compuestos beneficiosos también es
crucial para su aplicacion en la recuperacion de nutrientes. A través de sus rutas
metabdlicas, como la glucdlisis y la fermentacion, estas bacterias pueden transformar
sustratos complejos en nutrientes biodisponibles, aumentando asi el valor agronémico de
los purines (Wang et al., 2021b; Zhao et al., 2023). Esto contribuye a una agricultura mas
sostenible y al favorecimiento de la economia circular al reutilizar residuos en la

produccion agricola.

81



Estos mecanismos son relevantes para las variables que esta tesis evalla
experimentalmente, al establecer un vinculo entre la capacidad de las BAL para
adaptarse a condiciones extremas y su funcionalidad en la recuperacion de nutrientes en

ambientes distintos a su nicho ecoldgico.
3.2 Materiales y métodos

3.2.1. Muestreo

Se recogieron muestras de pinguinos, peces y del medio ambiente en la isla Rey Jorge
del archipiélago de las Shetland del Sur durante la Expedicion Cientifica Antartica (ECA)

56 en enero 2020. Los lugares de muestreo se muestran en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Localizacion de las zonas muestreadas.

Para el muestreo de pinguinos, el protocolo bioético se llevo a cabo utilizando una red de
malla y los animales fueron liberados cuidadosamente de la red y colocados en el regazo
del manipulador mirando hacia delante. Se les cubrieron los 0jos con un pafio negro y se
les sujetd suavemente el pico y las alas, mientras se tomaban muestras de la boca, las

alas, la cloaca y las heces, todo ello con una térula estéril, y luego se almacenaron en
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tubos que contenian 4 mL de solucién salina fisiolégica estéril (0,9%) (Olivares et al.,
2019). En el caso de los peces, se les administr6 una dosis letal de 1 mL/L de 2-
fenoxietanol y se les practicé la eutanasia mediante seccionamiento medular antes de la
extraccion de tejidos de acuerdo a los protocolos bioéticos establecidos (Vargas-Chacoff
et al., 2016); posteriormente fueron disecados asépticamente para recolectar muestras
de branquias, estomago, intestino, ademas de una muestra superficial de escamas
(Etyemez y Balcazar, 2016). Estas muestras se almacenaron en tubos con 4 mL de
solucién salina fisioldgica estéril (0,9%). Para las muestras ambientales, es decir, heces
de mamiferos y aves antérticas, se recogieron muestras de 0,5 g de heces y se
introdujeron en tubos de 15 mL que contenian 4 mL de solucién salina fisioldgica estéril
(0,9%) (Olivares et al., 2019). Para las muestras de suelo, musgos y liquenes, se realizé
el protocolo descrito por Franzmann et al. (1991). Las muestras se almacenaron en
bolsas estériles utilizando guantes quirudrgicos.

De cada muestra, se tomd una alicuota de 100 pL, se coloc6 en un tubo de tapén de
rosca de 15 mL que contenia 4 mL de medio Man Rogosa Sharpe (MRS) (Merck,
Darmstadt, Alemania) y se cultivd a 37 °C por 48 horas, para favorecer el crecimiento de
las cepas de BAL. Antes de transportarlas al laboratorio, las suspensiones microbianas
se centrifugaron a 9.500 rpm durante 10 min a 4 °C; cada cepa se almacené a -20 °C en
tubos Eppendorf con un medio de Extracto Lacteo de Levadura de 1,5 mL (Franzmann

et al., 1991, Isas et al., 2023). Todas las muestras se analizaron por triplicado.

3.2.2. Aislamiento

Las cepas se aislaron siguiendo el protocolo descrito por Ketema et al. (2009) con
algunas modificaciones. Se seleccionaron colonias Unicas, morfoldgicamente distintas,
asignando un numero a cada cepa. Las cepas se cultivaron durante 24 h en tubos de
tapdén de rosca de 15 mL con 4 mL de medio MRS a 37°C. Como control negativo se
utilizé medio MRS esterilizado. La suspension microbiana se centrifugdé a 9.500 rpm, 4°C
durante 10 minutos y se lavé con una solucién salina fisiol6gica estéril (0,9%) para

eliminar los restos de MRS. A continuacion, los pellets celulares se resuspendieron en el
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mismo volumen de medio MRS, se incubaron durante 18 h a 37°C, se centrifugaron y se
lavaron nuevamente con la solucion salina fisiolégica. Todas las muestras se aislaron en
triplicado.

Antes de aplicar las pruebas de caracterizacion e identificacion, las cepas se activaron
segun el protocolo de Fernandez et al. (2003). La densidad optica de las muestras se
ajustd6 a un valor de absorbancia entre 0,5 y 0,599 a 600 nm utlizando el
espectrofotometro Spectroquant® Prove 600 (Merck) para obtener concentraciones

microbianas similares para todas las cepas.

3.2.3. Caracterizacion bioquimica

La actividad de catalasa, la tincion de Gram, la produccion de peréxido de hidrégeno y
las pruebas de gluconato se realizaron de acuerdo con los procedimientos reportados por
Lee et al. (2023), Axelsson (2004), Garcia et al., (2009) y Domingos-Lopes et al. (2017).
Todas las pruebas se realizaron en triplicado, utilizando como control negativo medio
MRS esterilizado y una cepa de Lactobabillus plantarum como control positivo. Se utilizé
el kit AP150 CH (bioMérieux, Inc., Marcy I'Etolie, Francia) para caracterizar las BAL segun
el metabolismo especifico de fermentacion de azucares. Las galerias inoculadas se
incubaron a 37°C durante 48 h y, a continuacion, se examinaron para comprobar si se
producia un cambio de color de purpura a amarillo (por disminucion de pH), lo que
indicaba un resultado positivo. Los resultados se registraron e interpretaron, utilizando la
base de datos del software de identificacion apiweb™ (https://apiweb.biomerieux.com).

La eleccién de realizar pruebas a 37°C en el andlisis bioquimico de bacterias acido-
lacticas, se justifica por la estandarizacion de los métodos de laboratorio y la optimizacién
del crecimiento bacteriano. Esta temperatura es considerada 6ptima para muchas
especies, lo que favorece el crecimiento y la actividad metabdlica de estas bacterias.
Investigaciones recientes, como las de Kowsalya et al. (2022) y Madushanka et al. (2025),
han confirmado que 37°C es la temperatura cominmente utilizada en microbiologia para
evaluar las capacidades fermentativas y bioquimicas de las bacterias acido-lacticas.

Estas condiciones permiten obtener resultados mas consistentes y comparables entre
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diferentes cepas y estudios, lo que es fundamental para la caracterizacion de estas

bacterias.

3.2.4. Secuenciacion e identificacion

El protocolo de secuenciacion se basé en la metodologia de Weisburg et al. (1991). Para
la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen 16S, se utilizaron
los cebadores 27F: AGAGTGTGATCMTGGCTCAG y 1492R:
GGYTACCTTGTTACGACTT, que generaron un producto de aproximadamente 1.400
pares de bases (pb), aplicando este parametro como criterio de calidad. Como cepa
control se afiadio a la secuenciacion una cepa de Lactobacillus plantarum. Los productos
de la PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% durante 3-5 horas
para separarlos completamente y cortar las bandas. Posteriormente, se purificaron las
bandas y se realizaron cuatro reacciones de secuenciacion con los cebadores 27F, 515F,
800R y 1492R que cubrian completamente el gen de la bacteria aislada. Los archivos de
secuencias obtenidos se visualizaron, editaron y ensamblaron utilizando el visor de trazas
Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd) y el software BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

De los aislados bacterianos secuenciados de las especies detectadas con mayor
frecuenciay con ensamblaje de secuencia completo, se eligieron tres cepas de diferentes

matrices para realizar pruebas de resistencia ambiental.

3.2.5. Hidrofobicidad de la superficie celular (HCS)

Este parametro se determind segun la metodologia descrita por Sirichokohatchawan et
al. (2018), utilizando la adhesion microbiana a hidrocarburos (MATH) para evaluar la
hidrofobicidad de la superficie celular. Las cepas de BAL se centrifugaron a 4°C y 3.000
rpm durante 10 min y se lavaron con tampoén fosfato de 0,1M (pH 7,2), repitiendo este
procedimiento dos veces, y se resuspendieron en tampon fosfato hasta alcanzar una
densidad optica (DO) a 600 nm de 0,6 (tiempo 0). Posteriormente, se afiadié 1 mL de

xileno, tolueno y hexadecano, respectivamente, a 3 mL de suspension bacteriana. Se
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mezclé durante 90 segundos a 3.000 rpm utilizando un vortex y se incubé durante 30
minutos a temperatura ambiente. Después, se recogio la fase acuosa de los sistemas
bifasicos para medir la DO a 600 nm utilizando el espectrofotometro Spectroquant® Prove

600 (Merck) (tiempo 1). El ensayo se realiz6 por triplicado.

Ecuacion para calcular hidrofobicidad

0D600,TO — ODEOTL, 1 (3.1)

HSC(%) = 0D600,T0

Donde:
0OD600,T0 = Absorbancia en el tiempo 0.
OD600,T1 = Absorbancia en el tiempo 1.

Para definir las caracteristicas hidrofébicas, se dividieron las cepas en tres categorias:
cepas con hidrofobicidad alta (71 a 100%), media (36 a 70%) y baja (0 a 35%) (Garcia et
al., 2009).

La metodologia de adhesién microbiana a hidrocarburos (MATH) utilizada para evaluar
la hidrofobicidad de la superficie celular es un enfoque eficaz y sensible para cuantificar
este parametro en cepas de bacterias acido-lacticas. La sensibilidad del método se debe
a su capacidad para detectar cambios en la absorbancia que reflejan la capacidad de las
bacterias para interactuar con diferentes hidrocarburos, lo que permite clasificar las cepas
segun su hidrofobicidad. La precision del método puede verse influenciada por factores
como la concentracién celular, la temperatura y el tipo de hidrocarburo utilizado. Se han
reportado diferentes niveles de hidrofobicidad para cepas de bacterias acido-lacticas.
Para este caso se utiliz6 como control la cepa Lactobacillus plantarum que ha mostrado
hidrofobicidad alta, con valores que oscilan entre el 70% y el 90% (Niu et al., 2025). Esta
cepa es frecuentemente utilizada como control en estudios de hidrofobicidad debido a su
capacidad bien documentada para adherirse a superficies y formar biopeliculas, lo que la

hace relevante en aplicaciones industriales.
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Para el analisis estadistico de los resultados, en primera instancia se realizé un test de
Shapiro Willks para determinar el tipo de distribucion que presentaban los datos y
posteriormente se realizd el andlisis de varianza y test de Tukey para muestras con
distribuciéon normal; y, por otro lado, se aplico el test de Kruskall Wallis y U de Mann
Whitney para variables no paramétricas, utilizando el software SPSS version 29.0.2.0. Se
consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Todas las mediciones se

realizaron en triplicado.

3.2.6. Resistencia al calor, al NaCl y al pH

Los ensayos para determinar el efecto de diferentes condiciones ambientales sobre el
crecimiento bacteriano se realizaron segun Thayer et al. (1987), con modificaciones que
se detallan a continuacion. Como cepa control se utilizé la cepa LP-87. Esta cepa
corresponde a Pediococcus acidilactici y ya ha sido previamente utilizada en otras
investigaciones (Patente WO 2012088621, http://www.google.com/patents/W02012088).

Para determinar la resistencia al calor, las cepas se cultivaron en tubos de ensayo con
medio MRS a pH 5,7 y se incubaron a 5, 15, 25, 35 y 45°C durante 120 h en un horno
Memmert UFB. Cada 24 h se realizaron mediciones del pH y de la DO expresada como
absorbancia (ABS) a 500 nm. Para el andlisis estadistico de los resultados, en primera
instancia se realizé un test de Shapiro Willks para determinar el tipo de distribucién de
los datos y posteriormente se realizo el analisis de varianza y test de Tukey para muestras
con una distribucion normal; y, por otro lado, se aplicé el test de Kruskall Wallis y U de
Mann Whitney para variables no paramétricas, utilizando el software SPSS version
29.0.2.0. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Para el analisis
de la resistencia al calor de Weissella confusa, se utilizaron diferentes temperaturas como
criterio de comparaciéon. Este enfoque nos ayudé a identificar cual es la temperatura
Optima para su crecimiento y actividad, asi como a evaluar su viabilidad y produccion de

metabolitos en funcién de las variaciones térmicas.
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Para evaluar la resistencia al NaCl, las cepas se cultivaron en el medio MRS a pH 5,7
utilizando concentraciones de NacCl del 2, 4, 6, 8 y 10 % (p/v) y se incubaron a 37°C
durante 120 h. Cada 24 h se realizaron mediciones del pH y de la DO expresada como
absorbancia (ABS) a 500 nm. En cuanto al andlisis de los resultados, primero se aplicé
la prueba de Shapiro-Wilk para verificar el tipo de distribucion de los datos. A partir de
ahi, se utilizé el andlisis de varianza y el test de Tukey para aquellos conjuntos de datos
que presentaban una distribucién normal. En el caso de las variables no paramétricas, se
opto por la prueba de Kruskal-Walllis y la prueba U de Mann-Whitney. Todo este analisis
se llevo a cabo utilizando el software SPSS version 29.0.2.0, y se desarrollé con un nivel
de significancia estadistica de p < 0,05. De este modo, se pudo determinar la resistencia
al NaCl de las cepas evaluadas. Como cepas tolerantes al NaCl se definieron aquellas
gue muestran un crecimiento en altas concentraciones de NaCl y como cepas sensibles
se consideraron aquellas que presentan una disminucion significativa en el crecimiento

con la concentraciéon de NacCl.

En la prueba de resistencia al pH, las cepas se cultivaron en el medio MRS ajustando los
valores iniciales de pH con acido lactico a 4, 5, 6 y 7 y se incubaron a 35°C durante 120
h. Cada 24 h se realizaron mediciones del pH y de la DO expresada como absorbancia
(ABS) a 500 nm. Para el andlisis estadistico de los resultados, en primera instancia se
realizo el test de Shapiro Willks para determinar el tipo de distribucion que presentaban
los datos y posteriormente se realizo el analisis de varianza y test de Tukey para muestras
con distribucién normal; y, por otro lado, se aplico el test de Kruskall Wallis y U de Mann
Whitney para variables no paramétricas, utilizando el software SPSS version 29.0.2.0.

3.2.7. Andlisis estadistico y tratamiento de datos

Las pruebas se realizaron por triplicado para cada tratamiento. En todos los casos, los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE), y se consideraron
diferencias significativas cuando p < 0,05 con un intervalo de confianza del 95 %. Para
los datos no paramétricos, se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. En caso de las

diferencias significativas para la hidrofobicidad se aplico test de Tukey. Para el andlisis
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de los datos se realizO una rutina de programacion utilizando el software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS; IBM, Corporation, Armonk, NY, EE. UU.) version
29.0.2.0.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Muestreo

El muestreo se llevo a cabo en varios lugares de la isla Rey Jorge, y se recogieron un

total de 27 muestras, como se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Muestras recogidas provenientes de diferentes matrices en la isla Rey Jorge.

Matriz Tipo de muestra Cantidad Coordenada
. . - . 21E 0395894
* *%
Ambiental Animal Mamiferos Pinnipedo 3 UTM 3101502
Lobo fino
antartico 21E 0398915
gazella)
Foca de Wedell 21E 0399110
(Leptonychotes 4 UTM 3106939
weddellii)
Elefante marino 21E 0398915
('I\/llroynga 3 UTM 3106637
eonina)
(;’mgggljis 21E 0400317
Aves YgOs 2 UTM 3100808
adeliae)
Skua grande 21E 0396243
(Stercorarius 2 UTM 3102180
skua)
Petrel antartico 21E 0400287
(Thalassoica 1 UTM 3100467

antarctica)
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Tabla 3.1 (continuacion)

MUSQO 21E 0399010
Vegetal 9 1 UTM 3107213
(Usnea ;d?;ri?aco-atra) 21E 0400257
1 UTM 3100462
21E 0400257
Suelo 1 UTM 3100462
Barbijo
Pingtino (Pygoscelis Polluelo favresusey
Adelia
(Pygoscelis
adeliae) Polluelo 21E 0400317
Cloaca 1 UTM 3100808
Papua 21E 0400317
(Pygoscelis Adulto Ala 1 UTM 3100808
papua)
21E 0400317
Polluelo Cloaca 1 UTM 3100808
21E 0400424
Pez Notothenia rossii Agalla 2 UTM 3100924
21E 0400424
Intestino 1 UTM 3100924
21E 0398122
Harpagifer Intestino 1 UTM 3101089

*Las muestras de origen animal corresponden a heces frescas. **Las muestras de heces encontradas, a

las que no se pudo atribuir ninguna especie, se denominaron Pinnipedos.
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3.3.2. Aislamiento

A partir de las 27 muestras recuperadas de diversas matrices ambientales, se obtuvieron
32 aislados bacterianos diferenciados por morfologia. La Tabla 3.2 muestra los aislados

bacterianos obtenidos de las muestras seleccionadas.

Tabla 3.2. Aislados bacterianos seleccionados.

N° ID cepa Matriz Muestra

1 4 Ambiental-mamifero Pinnipedo

2 5 Ambiental-mamifero Pinnipedo

3 11 Ambiental-ave Skula grande

4 12 Ambiental-ave Skula grande

5 14 Ambiental-mamifero Pinnipedo

6 16 Ambiental-mamifero Pinnipedo

7 17 Ambiental-mamifero Pinnipedo

8 19 Pinglino Adelia-cloaca

9 23 Pingliino Papua-cloaca
10 25 Ambiental-ave Petrel antéartico
11 38 Ambiental-ave Pinglino-adelia
12 43 Ambiental-ave Petrel antéartico
13 47 Pinglino Papua-ala

14 51 Ambiental-ave Pinguino-Adelia
15 54 Ambiental-mamifero Lobo fino antartico
16 55 Ambiental-mamifero Elefante marino
17 57 Ambiental-ave Skua grande

18 58 Ambiental-mamifero Lobo fino antartico
19 59 Ambiental-mamifero Lobo fino antértico
20 60 Ambiental-mamifero Elefante marino
21 69 Pinglino Barbijo-polluelo-cloaca
22 78 Ambiental-ave Skua grande
23 81 Ambiental-mamifero Lobo fino antértico
24 98 Ambiental-mamifero Foca de Wedell
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Tabla 3.2 (continuacion)

25 100 Ambiental-mamifero Elefante marino

26 157 Pez Notothenia rossii-intestino
27 171 Pez Harpagifer-intestino

28 179 Pez Notothenia rossii-agalla
29 184 Pez Notothenia rossii-agalla
30 195 Ambiental-Vegetal Musgo

31 197 Ambiental-Vegetal Liquen

32 186B Ambiental-Vegetal Suelo

Se aislaron bacterias lacticas de diferentes matrices ambientales antérticas, tales como
heces, pinglinos y peces (Tabla 3.1). De los 32 aislados, 21 cepas fueron de origen
ambiental, correspondiendo a un 65,6%, tres cepas provenian de matrices ambientales
vegetal, siendo un 9,4%, cuatro cepas provenian de pinguinos, siendo un 12,5% y cuatro
cepas provenian de peces, siendo un 12,5%. Diversos factores abidticos fisicos
(temperatura, presion atmosférica, luz solar, climay relieve) y quimicos (pH, aire, agua y
suelo) pueden influir en la actividad de los microorganismos. Sin embargo, la plena
adaptacion a las condiciones extremas de la Antartida parece bastante dificil, segun
pruebas de viabilidad bacteriana en diferentes condiciones en otras partes del mundo
(Fguiri et al., 2015; Aimohammadi et al., 2022).

La posibilidad de aislar varias especies de bacterias lacticas puede deberse al hecho de
gue estos microorganismos proceden de zonas que incluyen patdgenos y otros
microorganismos. Las bacterias lacticas tienen la capacidad de adaptarse para sobrevivir
en presencia de otras bacterias, adquiriendo la caracteristica de desarrollarse en
condiciones adversas (Wang et al., 2007; Smykla et al., 2015). Por otro lado, se cree que
las cepas encontradas en este estudio estan influenciadas por bacterias de otras
matrices. Segun estudios previos, las bacterias presentes en las heces animales tienen
una fuerte influencia de las biocomunidades en el suelo antartico, interactuando también

con liguenes y musgos. Puede haber una recombinacion de material genético de las
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bacterias presentes en las heces con las disponibles en el medio antartico (Smykla et al.,
2015; Zadiga et al., 2015; Van Dorst et al., 2021).

La variabilidad genética introducida por la recombinacién pudo haber dificultado la
identificacion de estas cepas, especialmente entre aquellas que comparten
caracteristicas morfoldgicas similares (Hossain et al., 2021). Las posibles alteraciones en
marcadores genéticos, como el gen 16S rRNA, pueden conducir a confusiones
taxondémicas, complicando la interpretacion de resultados y la clasificacion de las cepas.
Asimismo, se puede indicar que algunas cepas han adquirido genes que podrian
conferirles ventajas adaptativas en el ambiente extremo de la Antartida, lo que no solo
cambia su fenotipo, sino que también complica su identificacion mediante métodos
estandar (Ramasamy et al., 2023). Estos hallazgos resaltan la importancia de adoptar
enfoques multidimensionales en la identificacion y caracterizacion de cepas de bacterias
lacticas antarticas, considerando que la recombinacion puede introducir complejidades
significativas en la evaluacion de la diversidad microbiana en estos habitats extremos.
Las tasas de recuperacion de las bacterias lacticas en la Antartida estan fuertemente
determinadas por las extremas condiciones ambientales que alli se encuentran, como las
bajas temperaturas, los ciclos de congelacion y descongelacion, la falta de nutrientes y
la alta radiacion ultravioleta (George et al., 2018). A pesar de estos retos, se han logrado
aislar y caracterizar con éxito diversas especies de bacterias lacticas de distintos habitats
antarticos, lo que pone de manifiesto su impresionante capacidad de adaptacion y
resistencia (Zhang et al., 2024). Estos microorganismos son muy diversos y tienen
aplicaciones en la elaboracion de alimentos, productos lacteos y potencialmente en el
desarrollo de probidticos (Novik y Savich, 2020). El éxito en el aislamiento de estas
bacterias depende de varios factores, como el lugar donde se toman las muestras, las
técnicas empleadas para su aislamiento y cultivo, y el estado fisico de las bacterias en el
momento de la recoleccién (Kieliszek et al., 2021; Anumudu et al., 2024). En algunos
casos, se han obtenido hasta 2,4x10’ unidades formadoras de colonia por mililitro de
muestras, lo que indica que hay poblaciones saludables y robustas presentes (Dennis et
al., 2020). El entorno hostil de la Antartida requiere métodos de recuperacion especificos,

93



gue a menudo incluyen medios de cultivo adaptados para el frio y periodos de incubacion
mas largos a bajas temperaturas, con el fin de replicar las condiciones naturales y mejorar
asi las tasas de recuperacion. Ademas, las diferentes especies y cepas de bacterias
lacticas que se encuentran en las muestras pueden variar considerablemente, lo que a
su vez afecta las tasas de recuperacion reportadas en distintos estudios. Estas bacterias
también tienen la capacidad de neutralizar micotoxinas, lo que sugiere que podrian
desempefiar un papel importante en la conservacion y la seguridad alimentaria (Zapasnik
et al., 2022).

3.3.3. Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion preliminar mostré que todas las cepas aisladas y seleccionadas eran
catalasa negativa, gram positivas y productoras de perdxido, ademas eran positivas en
las pruebas de gluconato, siendo organismos heterofermentativos obligados.

Los resultados de la prueba bioquimica con el kit API 50CH se muestran en la Tabla 3.3,
donde el perfil bioquimico segun el consumo de sustrato indica el taxdn de la especie y

su correspondiente porcentaje de identificacion tras 48 horas de incubacion.

Tabla 3.3. Identificacidn de las cepas aisladas y seleccionadas segun el kit APl 50 CH.

N° Cadigo aislado Especie %
Identificacién

1 4 Lactobacillus plantarum 99,8
2 5 Lactobacillus plantarum 99,9
3 11 Lactobacillus plantarum 90,1
4 12 Pediococcus pentosaceus 99,7
5 14 Lactobacillus plantarum 90,1
6 16 Lactobacillus pentosus 82,1
7 17 Lactobacillus plantarum 90,0
8 19 Lactobacillus pentosus 97,7
9 23 Lactobacillus pentosus 99,9
10 25 Lactobacillus plantarum 61,4
11 38 Weissella confusa 82,1
12 43 Lactobacillus plantarum 98,3
13 47 Lactobacillus plantarum 98,7
14 51 Lactobacillus pentosus 91,9
15 54 Lactobacillus plantarum 98,3
16 55 Pediococcus pentosaceus 89,6
17 57 Lactobacillus plantarum 99,9
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Tabla 3.2 (continuacién)

18 58 Lactobacillus plantarum 90,0
19 59 Lactobacillus plantarum 99,9
20 60 Lactobacillus plantarum 91,9
21 69 Lactobacillus pentosus 99,9
22 78 Lactobacillus pentosus 99,7
23 81 Lactobacillus pentosus 91,9
24 98 Lactobacillus pentosus 99,8
25 100 Lactobacillus plantarum 91,9
26 157 Lactobacillus plantarum 90,9
27 171 Lactobacillus plantarum 90,9
28 179 Lactobacillus pentosus 98,5
29 184 Pediococcus pentosaceus 87,7
30 195 Lactobacillus brevis 98,7
31 197 Lactobacillus brevis 40,3

Weissella confusa 36,4
32 186B Pediococcus pentosaceus 99,5

La caracterizaciébn bioquimica revel6 que Lactobacillus plantarum era la especie
identificada con mayor frecuencia.

Las pruebas de caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas mostraron
caracteristicas tipicas de bacterias lacticas. Resultados positivos en las pruebas de
gluconato significan la generacion de CO: y una ruta metabodlica heterofermentativa
obligada para las cepas, ya que el CO2 se produce durante la conversion de hexosas en
pentosas. Estas cepas producirian acido lactico como producto principal, y acido acético
o etanol como metabolitos secundarios, teniendo una mayor versatilidad bioquimica con
la formacion de diversos productos metabdlicos (Chen et al., 2022; Liang et al., 2022;
Sedo6-Molina et al., 2022). Esto significa que estas bacterias poseen mas alternativas de
supervivencia al tener una mayor variacion en sus rutas metabdlicas y un mayor potencial
en aplicaciones de remediacion biologica.

El sistema API 50 CHL es una herramienta eficaz para la identificacién bioquimica de
bacterias acido-lacticas (BAL). Su principal funcién consiste en determinar perfiles
fermentativos mediante asimilacion de hasta 49 tipos diferentes de carbohidratos. Entre
las ventajas que ofrece destacan su estandarizacion y rapidez de aplicacion, asi como
su capacidad para proporcionar una identificacion taxonémica a nivel de especie, con

porcentajes de coincidencia que, en este estudio, superan el 90% para la mayoria de las
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cepas evaluadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta algunas limitaciones
metodolégicas de este procedimiento al momento de interpretar los resultados. En primer
lugar, la sensibilidad del kit esta condicionada por la expresion fenotipica activa de las
rutas metabolicas que se analizan, las cuales pueden cambiar dependiendo del medio,
el tiempo de incubacion y las condiciones ambientales. Una cepa podria no mostrar todos
sus potenciales metabdlicos en las condiciones del test, lo que dificulta la identificacion
de cepas que son atipicas 0 que han evolucionado en ambientes extremos, como los de
la Antartida. Ademas, la especificidad del APl 50 CHL es moderada y puede verse
limitada cuando se utilizan bases de datos de referencia que se han desarrollado a partir
de cepas mesofilicas. Esta limitacién puede llevar a resultados ambiguos, sobre todo con
psicrofilos o aislados provenientes de entornos con una fuerte presion selectiva genética,
como es el caso de la Antartida. La plasticidad fenotipica de estas cepas a menudo
genera patrones bioquimicos que pueden ser mixtos o no convencionales. Por ejemplo,
se identifico una cepa con un 61,4% de coincidencia (25), lo que plantea dudas sobre la

fiabilidad taxondmica del método en estos contextos.

En este estudio se presentan los resultados de la caracterizacion bioquimica de las 32
cepas aisladas de bacterias acido-lacticas (BAL) mediante el sistema API 50 CHL. Esta
herramienta permite inferir perfiles fermentativos seguin el uso diferencial de 49
carbohidratos, lo que contribuye a una identificacion funcional preliminar. Las cepas
seleccionadas compartieron caracteristicas tipicas de BAL: gram positivas, catalasas
negativas, productoras de peroxido y heterofermentativas, lo cual valida su pertenencia

al grupo de interés.

Los resultados permitieron asignar las cepas a tres géneros principales: Lactobacillus,
Pediococcus y Weissella. L. plantarum fue la especie mas recurrente, con altos
porcentajes de coincidencia. No obstante, algunos casos presentaron coincidencias bajas
(hasta 61%), o ambigledad entre especies (L. brevis y W. confusa), lo que revela
limitaciones en la precision del método. Si bien el uso del API es técnicamente valido, su
dependencia de la expresion fenotipica activa bajo condiciones fijas (37°C) puede limitar
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la deteccion de cepas adaptadas a condiciones ambientales distintas, como las propias
del entorno antartico. EI método no discrimina con suficiente resolucidén entre especies
filogenéticamente proximas y requiere contrastarse con analisis moleculares adicionales,

para futuras investigaciones respecto a esta tematica.

Estos podrian incluir estudios genéticos y caracterizacibn de metabolitos; ademas,
permitirian una evaluacién mas completa y precisa de las capacidades funcionales de las
cepas, facilitando asi su aplicacion en diversas areas industriales, alimentarias y
farmacéuticas. La integracion de diferentes enfoques metodolégicos enriqueceria la
comprension del comportamiento y las propiedades de las BAL, maximizando su

aprovechamiento en el desarrollo de productos innovadores.

Para complementar el analisis del perfil bioquimico obtenido con el kit AP1 50 CHL y lograr
una identificacion mas precisa de las bacterias acido-lacticas, se podrian realizar diversas
estrategias. Una opcidn es utilizar métodos moleculares, como PCR y secuenciacion del
gen 16S rRNA, que permiten confirmar la identidad de las cepas a nivel de especie.
Ademas, el andlisis de los perfiles de acidos grasos de las membranas celulares puede
ofrecer informacién adicional sobre sus caracteristicas. También se pueden realizar
estudios sobre el metabolismo de compuestos especificos y evaluar la plasticidad
fenotipica al cambiar las condiciones de cultivo, como el pH o la temperatura. Otras
consideraciones incluyen pruebas de sensibilidad a antibidticos, andlisis protedmicos
mediante electroforesis en gel, y técnicas metabolomicas para explorar el perfil de
metabolitos. Evaluar caracteristicas fisioldgicas, como la formacién de biofiim o la
resistencia al estrés, y analizar la produccion de compuestos antimicrobianos también
puede resultar Gtil. Al integrar estos enfoques, se obtiene una visidbn mas completa sobre
las cepas estudiadas y su potencial en diversas aplicaciones, enriqueciendo asi el
analisis inicial.

3.3.4. Determinacion molecular de los aislados bacterianos

Los resultados obtenidos de la secuenciacion bacteriana se muestran en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Identificacion de aislados bacterianos antarticos mediante secuenciacion del
ARNTr 16S.

N° Cadigo Especie/cepa Observacion % Concentracion
cepa Identificacion (ng/L)
1 4 Weissella confusa 99,93 114,0
2 5 Pediococcus pentosaceus 99,93 36,8
3 11 Enterococcus durans 100,0 53,2
4 12 Enterococcus faecium 100,0 19,5
5 14 Pediococcus pentosaceus 99,93 57,5
6 16 Pediococcus pentosaceus 100,0 89,2
7 17 Lactobacillus plantarum 100,0 84,6
8 19 Sin ensamblaje Mala calidad - 62,3
9 23 Pediococcus pentosaceus 99,93 53,9
10 25 Enterococcus faecium 100,0 78,4
11 38 Enterococcus faecium 100,0 140,2
12 43 Enterococcus faecium Ensamble parcial 99,52 2127
13 a7 Lactobacillus plantarum 100,0 269,1
14 51 Pediococcus pentosaceus 100,0 206,0
15 54 Lactobacillus plantarum 100,0 161,0
16 55 Pediococcus pentosaceus 100,0 160,1
17 57 Enterococcus faecium 100,0 140,8
18 58 Pediococcus pentosaceus 100,0 171,3
19 59 Sin ensamblaje Mala calidad - 70,2
20 60 Pediococcus pentosaceus Ensamble parcial 100,0 94,7
21 69 Pediococcus pentosaceus 100,0 210,2
22 78 Enterococcus faecium 99,93 86,4
23 81 Pediococcus pentosaceus 100,0 1741
24 98 Pediococcus pentosaceus Ensamble parcial 99,42 73,0
25 100 Pediococcus pentosaceus Ensamble parcial 99,75 109,8
26 157 Pediococcus pentosaceus 100,0 26,0
27 171 Pediococcus pentosaceus 100,0 139,4
28 179 Lactobacillus plantarum 100,0 110,5
29 184 Weissella confusa 100,0 75,8
30 186B Weissella confusa 100,0 58,2
31 195 Weissella confusa 100,0 62,3
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Tabla 3.4 (continuacion)
32 197 Weissella confusa 100,0 133,1

La secuenciacion reveld que las cepas correspondian principalmente a Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus faecium y Weissella confusa. Se eligieron tres cepas de esta
altima especie (186B, 195 y 197) de diferentes matrices vegetales (suelo, musgo y
liquen), las cuales fueron seleccionadas por su diversidad de origenes, lo que permite
estudiar su variabilidad genética y funcional en diferentes entornos. Su capacidad de
adaptacion a condiciones extremas y propiedades deseables, como la produccién de
exopolisacaridos y actividad antimicrobiana, las hacen prometedoras para aplicaciones
biotecnoldgicas.

El estudio de Weissella confusa en el contexto antértico resulta de interés debido a su
potencial para proporcionar informacién sobre la diversidad microbiana en este
ecosistema extremo, donde las condiciones ambientales son severas. Ademas, investigar
Su interaccion con otros microorganismos y su papel en los ecosistemas antarticos puede
ayudar a comprender mejor las dinAmicas ecoldgicas y la funcionalidad de estas
comunidades microbianas. Dada la creciente preocupaciéon por el cambio climético, el
estudio de Weissella permite vislumbrar como estos microorganismos responden a
variaciones ambientales y qué implicaciones pueden tener para la microbiota antartica en
general.

Weissella confusa es una bacteria lactica gram positiva que pertenece al género
Weissella, caracterizandose por su morfologia de cocos o bacilos que pueden formar
cadenas y por ser moviles y no esporulados. Esta especie es conocida por su capacidad
para fermentar azlcares tales como glucosa y ribulosa, produciendo metabolitos como
acido lactico, bacteriocinas y exopolisacaridos (Liu et al., 2024). Estos ultimos no solo
mejoran la textura y el sabor de los productos alimentarios, sino que también poseen
propiedades funcionales, como efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Zhou et al.,

2024). Su resistencia a condiciones extremas y su capacidad para ser aislada de diversas
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fuentes, como suelos, lagos, frutas y productos fermentados, la convierten en un
organismo relevante para estudios en ecosistemas adversos, como el antartico.

La identidad de las muestras con un ensamblaje completo (Tabla 3.4) es similar en al
menos un 99,93% a los géneros bacterianos con secuencias disponibles en la base de
datos del NCBI. Sin embargo, la identificacion por el perfil molecular de ARNr no coincide
con la caracterizacion bioguimica mediante el kit APl 50CH.

Poder vincular los resultados bioquimicos obtenidos mediante APl 50 CHL con la
caracterizacion genética a través del andlisis es esencial para una identificacion mas
precisa y robusta de las cepas aisladas de BAL. Mientras que la caracterizacion
bioquimica proporciona informacion sobre las capacidades fermentativas basadas en la
utilizacion de carbohidratos, la secuenciacion genética permite una resolucion
filogenética mas detallada, identificando las cepas a nivel de especie y revelando
relaciones evolutivas entre ellas. Esta combinacion de enfoques, ademas de validar los
perfiles fermentativos asignados, detecta discrepancias potenciales entre la expresion
fenotipica y la identidad genética, lo que es vital para la seleccion de cepas con
caracteristicas deseables para aplicaciones biotecnologicas. La integracion de ambos
tipos de analisis contribuye a una comprension mas integral de la diversidad y
funcionalidad de las BAL, facilitando su explotacién en aplicaciones industriales.

Existe una relacion entre el kit APl 50 CHL y la identificacibn molecular a través de la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Ambos métodos se utilizan para identificar y clasificar
bacterias, pero lo hacen de maneras distintas. El kit APl 50 CHL se basa en la evaluacion
de perfiles bioquimicos, analizando cédmo las bacterias asimilan diferentes carbohidratos.
Esto permite obtener un perfil fermentativo que puede ofrecer pistas sobre sus
caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, este enfoque puede tener limitaciones, sobre
todo cuando se trata de cepas que presentan variaciones fenotipicas, como las de
ambientes extremos. Por su parte, la secuenciacion del gen 16S rRNA proporciona una
forma mas precisa de identificar bacterias a nivel genético. Este gen es altamente
conservado entre las especies bacterianas, lo que facilita la diferenciacién a nivel de

especie, incluso entre cepas que pueden compartir similitudes bioquimicas. Por eso, los
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resultados obtenidos con el kit API 50 CHL suelen ser validados y complementados con
la secuenciacién del 16S rRNA, ayudando a aclarar cualquier duda que pueda surgir en
el analisis bioquimico. Combinar ambos métodos puede enriquecer la identificacion de
bacterias acido-lacticas y otras bacterias, haciendo el proceso mas confiable y preciso.
Por otra parte, algunas discrepancias entre los datos del APl y la secuenciaciéon del gen
16S rRNA también han sido observadas en otros estudios, no sélo para BAL sino también
para otros géneros bacterianos (Moraes et al., 2013). Lo anterior puede deberse a los
plasmidos, ya que algunos genes requeridos para la fermentacion de azlcares son
codificados por ellos, y la variacion en los mismos puede conducir a inconsistencias
metabdlicas (Domingos-Lopes et al., 2017). Por otro lado, las secuencias de ADN
gendmico no dependen de las condiciones de cultivo o manipulacion, por lo que esta
técnica es mas precisa para la identificacion de especies (Domingos-Lopes et al., 2017).
Como se ha mencionado anteriormente, las condiciones climaticas extremas de la
Antéartida podrian haber ejercido una fuerte presion selectiva sobre las BAL encontradas
en este estudio, dando lugar a importantes mecanismos de adaptacion al ambiente hostil,
lo que concuerda con Santa-Cruz Vasquez et al. (2021). Esto puede haber favorecido la
evolucion de estos microorganismos a lo largo del tiempo, con vias metabdlicas Unicas y
adaptativas, que pueden ganar o perder genes productores de enzimas y compuestos de
interés biotecnoldgico (Makarova y Koonin, 2007).

La identificacion de bacterias, pudo verse limitada por la falta de equipamiento avanzado
como MALDI-TOF, secuenciacién genémica y técnicas de espectrometria de proteinas.
Cada uno de estos métodos ofrece ventajas significativas. El MALDI-TOF permite una
identificacion rapida y precisa al comparar perfiles de masas de proteinas, aunque su
efectividad depende de la calidad de las bases de datos de referencia. La secuenciacion
genOmica proporciona una vision completa del genoma, revelando caracteristicas
genéticas importantes, mientras que la espectrometria de proteinas ofrece informacién
sobre el perfil proteémico y las funciones metabdlicas (Domingos-Lopes et al., 2017). Sin
embargo, el método molecular de identificacion, como la secuenciacion del gen 16S

rRNA, se destaca por su precision y capacidad para diferenciar cepas a nivel de especie,
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incluso aquellas con variaciones fenotipicas. Este enfoque supera las limitaciones de los
métodos fenotipicos, que dependen de condiciones especificas de cultivo y expresion
metabdlica. En resumen, aunque los métodos avanzados son valiosos, la identificacion
molecular se considera superior y clasica por su capacidad para ofrecer resultados mas
confiables y detallados, lo cual es fundamental para aplicaciones en biotecnologia.

Los ambientes extremos antarticos con sus condiciones cambiantes, pueden ofrecer
variedad de bacterias con potencial biotecnologico. Los microorganismos que alli se
desarrollan estan siendo foco de interés para descubrir nuevas enzimas que pueden ser
muy utiles en diversas industrias, como la farmaceéutica, produccién de quimicos
ecoldgicos, procesamiento de alimentos y desarrollo agricola (Jin et al., 2022). Ademas,
hay pocos estudios que analicen como estas bacterias se adaptan genéticamente y
fenotipicamente a las duras condiciones de su entorno.

Una de las ventajas de utilizar técnicas moleculares para identificar estas bacterias es
gue simplifica el proceso. Estas técnicas complementan los métodos fenotipicos
tradicionales, mejorando la rapidez de identificacion.

La comparacion entre las especies de bacterias acido-lacticas muestra divergencias
genéticas que reflejan sus adaptaciones a diferentes entornos. Por ejemplo, Lactobacillus
y Pediococcus suelen ser mas similares entre si, mientras que Enterococcus muestra una
evolucion distinta, posiblemente debido a los distintos habitats y funciones en la
fermentacion (Kosiorek et al., 2024). Estas divergencias pueden estar relacionadas con
adaptaciones a condiciones especificas, como el desarrollo en climas frios, donde deben
primar caracteristicas especificas para sobrevivir en condiciones extremas. Ademas, las
interacciones ecoldgicas en sus respectivos entornos también juegan un papel importante

en su evolucion.

3.3.5. Hidrofobicidad de la superficie celular (HCS)

Se realiz0 la prueba estadistica de Shapiro-Wilks, la cual arrojé que los datos presentaron
distribucién normal. La cepa 186B mostr6 una elevada hidrofobicidad de su superficie

celular frente al xileno, el tolueno y el hexadecano; la cepa 195 mostré una hidrofobicidad
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media frente a los compuestos mencionados; y la cepa 197 mostr0 una elevada
hidrofobicidad frente al tolueno, pero sélo una hidrofobicidad media frente al xileno y el

hexadecano (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Porcentaje de hidrofobicidad de la superficie celular de tres aislados antarticos
al xileno, tolueno y hexadecano.

Los resultados indican que para el caso del xileno y el hexadecano las tres cepas
presentan diferencias significativas en la hidrofobicidad ante estos solventes, y en el caso
del tolueno la cepa 195 presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a
las demas.

La hidrofobicidad media y alta puede poner en practica las bacterias lacticas la
degradacion de contaminantes apolares del medio ambiente por parte de las bacterias
lacticas (Elsanhoty y Ramadan, 2016). Hiet y Puchooa (2017), descubrieron algunas
bacterias lacticas con una accion biorremediadora frente a metales pesados como
mercurio, arsénico, cromo y plomo. Las bacterias altamente hidrofobicas que interactian
con compuestos como xileno, hexadecano y tolueno tienen diversas aplicaciones
significativas, especialmente en la bioremediacién ambiental y el tratamiento de aguas

contaminadas. Estas bacterias son capaces de descomponer hidrocarburos toxicos,
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limpiando suelos y cuerpos de agua afectados por contaminantes (Elsanhoty y Ramadan,
2016). Ademas, pueden ser utilizadas en biorrecuperacion de petréleo, facilitando su
extraccion de yacimientos, y en la produccién de biocombustibles, ofreciendo alternativas
mas sostenibles a los combustibles fdsiles. También pueden desempefiar un papel en el
desarrollo de biosensores para detectar contaminantes y en la sintesis de compuestos
guimicos y enzimas para diversas industrias. Estas aplicaciones destacan su potencial
en biotecnologia y proteccion ambiental (Hlet y Puchooa, 2017). Asi la cepa 186B, que
fue aislada del suelo y presenté la mayor hidrofobicidad, es un candidato potencial para
ser usada en el tratamiento de aguas residuales con elevada concentracion de

contaminantes apolares.

3.3.6. Resistencia al calor

El crecimiento de las cepas 186B, 195y 197 a 5, 15 y 45°C fue variable, con un retraso
del crecimiento a 15 y 45°C, y sin crecimiento durante 120 h a 5°C. Por otro lado, se
encontré un fuerte crecimiento a 25°C (Figura 3.3) y 35°C (Figura 3.4). Las tres cepas de
BAL mostraron el mayor crecimiento a 35°C, con los mayores valores de absorbancia a
las 120 h. La cepa 195 tuvo el mayor crecimiento, seguida de la cepa 197. Los valores
de pH mostraron una tendencia similar a ambas temperaturas (Figura 3.5y 3.6), con una

disminucién mas pronunciada durante las primeras 24 horas a 35°C.
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Figura 3.3. Cambio en la absorbancia (Asqo) de medio de cultivo a 25°C para tres cepas
antérticas.
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Figura 3.4. Cambio en la absorbancia (Aso0) de medio de cultivo a 35°C para tres cepas
antarticas.
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Figura 3.5. Cambio del pH del medio de cultivo a 25°C para tres cepas lacticas.
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Figura 3.6. Cambio del pH del medio de cultivo a 35°C para tres cepas lacticas.

106



En este estudio se considera que 35°C es la temperatura Optima de crecimiento debido
a la mayor absorbancia, es decir, las cepas 186B, 195 y 197 produjeron la mayor cantidad
de biomasa, acidificando el medio de crecimiento mas rapidamente durante las primeras
24 horas. Aungue no existen estudios previos para Weissella del continente antartico, los
resultados estan de acuerdo con la literatura, donde la mayoria de las especies de
Weissella crecen de forma Optima a temperaturas superiores a 30°C (Hu y Ganzle, 2018;
Kavitake et al., 2020).

Sin embargo, el hecho de que las cepas sean capaces de crecer a 15 y 45°C demuestra
gque pueden adaptarse a temperaturas que no estan dentro del rango Optimo de
crecimiento. Esto esta de acuerdo con los hallazgos de Fguiri et al. (2015), que aislaron
cepas de BAL que fueron capaces de crecer a 10, 39 y 45°C, lo que indica que las
especies de Weissella pueden crecer incluso a temperatura de refrigeracion (4°C) (Silva
et al., 2017). Sin embargo, es dificil aislar bacterias psicréfilas incluso a bajas
temperaturas, si las especies estuvieran adaptadas a esta condicion, debido a la alta
temperatura ocasional del suelo y a las muestras recolectadas en los meses de verano
(O'Brien et al., 2004).

3.3.7. Cloruro de sodio

El crecimiento de las cepas se retrasé en presencia de cloruro de sodio (NaCl) al 6 y 8%,
mientras que no se detectd crecimiento alguno al 10%. Las cepas seleccionadas
crecieron fuertemente con concentraciones de NaCl del 2 y 4% (Figura 3.7 y 3.8). Al 2%
de NaCl, la absorbancia mas alta se midi6 para la cepa 195 a las 120 h (Figura 3.10). En
el caso de la cepa 197, la absorbancia mas alta se registr6 a las 72 h (Figura 3.8). La
cepa 186B presentd una menor tolerancia a la salinidad. En presencia de NaCl al 4%,
todas las cepas mostraron una disminucion de los valores de absorbancia a partir del
tiempo 24 h (Figura 3.8). En cuanto al pH, la mayor acidez se registr6 a las 72 h, con
valores similares medidos para todas las cepas en ambos niveles de salinidad (Figura
3.9y 3.10).
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Figura 3.7. Cambio en la absorbancia (Asoo) de medio de cultivo al 2% de NaCl para tres
cepas antarticas.
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Figura 3.8. Cambio en la absorbancia (Aseo) de medio de cultivo al 4% de NaCl para tres
cepas antarticas.
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Figura 3.9. Cambio del pH a lo largo del tiempo para las cepas antarticas al 2% de NaCl.
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Figura 3.10. Cambio del pH a lo largo del tiempo para las cepas antarticas al 4% de NacCl.

Se evaluo el crecimiento y acidificacion del medio en tres cepas BAL (186B, 195y 197)
bajo concentraciones de 2% y 4% de NaCl, monitoreando absorbancia (Asoo) y pH durante
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120 h. Los resultados mostraron que la cepa 195 fue la mas tolerante, con crecimiento
sostenido y mayor reduccién de pH al 2% de NaCl, mientras que todas las cepas
experimentaron una inhibicion al 4%, lo que se observa en valores bajos de absorbancia
y escasa acidificacion. Esto sugiere que el umbral de tolerancia para estas BAL se
encuentra en torno al 3%, alineado con literatura previa (Abiona y Adegoke, 2017), y
confirma el impacto del estrés osmatico como factor limitante del metabolismo bacteriano.
Los mejores resultados se obtuvieron al 2% de NaCl. La cepa 195 fue la que mejor tolerd
la salinidad a una concentracion del 2%, mientras que al 4% todas las cepas mostraron
valores de absorbancia méas bajos. Uno de los factores limitantes para el crecimiento
celular o la supervivencia de las BAL es el estrés osmdtico, ya que afecta a las actividades
metabdlicas de las bacterias (Le Marrec, 2011). Esto puede explicar que no se haya
encontrado crecimiento a concentraciones mas altas de NaCl como las ensayadas en
este estudio.

Aungue no se han reportado estudios sobre el aislamiento y caracterizacién de Weissella
de la Antértida, las tasas de crecimiento Optimas a valores de pH entre 6,2 y 7,0 se
encontrd en otros estudios de BAL en el mundo (Mussatto et al., 2008; Camesasca et al.,
2021). Estos resultados estan de acuerdo con la absorbancia y pH encontrada para todas
las cepas en este estudio.

El mecanismo de tolerancia al NaCl en las bacterias acido-lacticas (BAL) que se han
aislado en la Antartida es especial y fundamental para su supervivencia en un entorno
tan extremo, donde la salinidad puede ser bastante alta (Jin et al., 2022). Estas cepas
han desarrollado estrategias Unicas para mantener el equilibrio osmoético y seguir
funcionando adecuadamente incluso en condiciones de alta salinidad. Una de las formas
en que logran esto es acumulando compuestos osmoprotectores, como aminoacidos (por
ejemplo, la prolina) y solutos como la trehalosa (Ali et al., 2021). Estos compuestos les
ayudan a contrarrestar la presiéon osmética sin afectar sus funciones celulares. Ademas,
se ha visto que estas bacterias antarticas pueden activar sistemas de transporte de iones
y proteinas chaperonas, que les permiten adaptarse mejor a las condiciones dificiles y

mantener la estabilidad de sus proteinas y membranas (Deming y Young, 2017). Por otro
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lado, las cepas de BAL que no provienen de la Antartida, es decir, aquellas que se pueden
encontrar en ambientes mas templados, suelen tener una menor capacidad para tolerar
el NaCl. Aunque también pueden acumular algunos osmoprotectores, sus mecanismos
de adaptacion no son tan efectivos como los de las cepas antarticas. Muchas de estas
bacterias dependen mas de la regulacion de la presion osmotica a través de la sintesis
de peptidoglicano y ajustes en la membrana celular (Margesin, 2017). Ademas, las cepas
de ambientes menos extremos a menudo muestran una menor expresion de los genes
que estan relacionados con la tolerancia a la sal. Esto sugiere que su capacidad para
adaptarse ha evolucionado para hacer frente a una variedad de condiciones ambientales,
pero no necesariamente a los niveles extremos de salinidad que se encuentran en la
Antartida (Furhan, 2020). Esta diferencia en adaptaciones puede atribuirse a la presion
selectiva que impone un entorno tan hostil, donde sobrevivir y reproducirse en

condiciones de alta salinidad es esencial.

3.3.8. pHinicial

El crecimiento de las cepas fue escaso y sélo a las 24 h a un pH inicial de 4,0y 5,0. Los
valores mas altos de absorbancia se registraron a un pH inicial de 7,0 para todas las
cepas. A un pH inicial de 6,0, el mayor crecimiento se encontré a las 72 h, con la
absorbancia més alta para la cepa 186B (Figura 3.11). Todas las cepas fueron capaces
de acidificar el medio a las 24 h, alcanzando valores similares, a pesar de iniciar los
experimentos con valores de pH diferentes. A pH 7,0, todas las cepas presentaron una
elevada tasa de crecimiento, alcanzando la méxima absorbancia a las 72 h. La cepa 197
presentd el mayor crecimiento, seguida de la 186B (Figura 3.12). Los perfiles de cambio

de pH son semejantes para los valores de 6,0 y 7,0 de pH inicial (Figura 3.13 y 3.14).
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Figura 3.11. Cambio en la absorbancia (Asoo) de medio de cultivo a pH 6,0 para tres cepas
antérticas.
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Figura 3.12. Cambio en la absorbancia (Asoo) de medio de cultivo a pH 7,0 para tres cepas
antérticas.
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Figura 3.13. Cambio de pH a lo largo del tiempo para las cepas antarticas a partir de un
pH inicial de 6,0.
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Figura 3.14. Cambio de pH a lo largo del tiempo para las cepas antarticas a partir de un
pH inicial de 7,0.
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Las cepas 186B, 195y 197 exhibieron la absorbancia mas alta a un pH inicial de 7,0, con
un perfil de pH semejante para los valores 6,0 y 7,0. Ademas, se observé un crecimiento
similar pero retardado de las cepas a pH inicial de 4,0 y 5,0, con acidificacion del medio
sin generacion significativa de biomasa. A las 96 h, para ambas condiciones se evidenci6
una disminucién de la absorbancia, asociada a una posible inhibicion. Esto puede ser
explicado debido a los cambios en la composicién del medio (como la caida del pH), a
consecuencia de la acumulacion de acidos organicos que ocurre en la fermentacion del
acido lactico, el cual causa estrés acido que también puede afectar la viabilidad y la
actividad metabdlica de las BAL. Se ha descrito el efecto toxico del &cido lactico no
disociado sobre las células de las BAL (Nsogning et al., 2018). Para superar este estrés
en su entorno de fermentacion, las células lacticas desencadenan cuatro enzimas
principales: glutamato descarboxilasa (GAD), lisina descarboxilasa, arginina deiminasa
(ADI) y multi subunidad F1Fo ATPasa. Sin embargo, este fendmeno depende de la
presencia de aminoacidos disponibles.

Otros autores han informado de que los medios de cultivo acidos pueden inhibir el
crecimiento bacteriano debido a la disminucion del pH externo y a la protonacion del acido
gue puede entrar por simple difusion en el citoplasma (Mussatto et al., 2008; Carpenter y
Boradbent, 2009). Como el pH intracelular de la mayoria de las bacterias es casi neutro,
los acidos protonados dentro de la célula se disocian y liberan protones y aniones, lo que
puede provocar un retraso del crecimiento y la muerte celular debido a un mayor consumo
de energia en el intento de bombear protones fuera de la célula bacteriana (Rawoof et
al., 2020). El disefio experimental tiene el mérito de explorar el perfil fisioldgico de las
cepas en un gradiente &cido-neutro y vincularlo con la capacidad acidificante
caracteristica de las BAL. Sin embargo, se podrian haber vinculado de forma mas
explicita estos patrones de acidificacion con indicadores de viabilidad celular,
mecanismos de tolerancia acido-inducida (GAD, ADI, F1Fo ATPasa), o tasas de
produccion de acido lactico (Nsogning et al., 2018).

Es posible mencionar, ademas, que las curvas de crecimiento de caracter sigmoide se

ajustan al modelo de Gompertz (Zwietering et al., 1990). Este es una herramienta
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matematica valiosa para describir el crecimiento de las bacterias acido lacticas (BAL) en
entornos controlados. El modelo captura distintas fases del crecimiento bacteriano:
inicialmente, las BAL atraviesan una fase “lag”, donde se adaptan al nuevo medio sin
mostrar un aumento notable en la poblacion, representada en la parte inicial de la curva
(Wang et al., 2021). Luego, entran en una fase exponencial, caracterizada por un
aumento rapido en la divisidn celular debido a su metabolismo que conlleva a la
produccion de acido lactico, lo cual se observa en la seccidén ascendente del modelo (Di
Biase et al., 2022). Finalmente, el crecimiento se desacelera y se estabiliza, reflejando la
acumulacion de productos de desecho que pueden inhibir el desarrollo, lo que
corresponde a la fase estacionaria del modelo de Gompertz (Lepecka et al., 2018). Esta
metodologia permite predecir el comportamiento de las BAL bajo diferentes condiciones,
lo que es fundamental en procesos de fermentacion.

A pesar de las diferentes matrices desde las que fue posible aislar cepas de Weissella
confusa (suelo, musgo y liguen antértico), los resultados no evidencian mayores
diferencias. Esta aparente falta de impacto de origen o habitat sobre los resultados podria
indicar que las cepas se adaptan a diversos microambientes sin comprometer su
funcionalidad (Faillace et al., 2021). Sin embargo, también evidencia como el entorno
influye en la evolucién de estas bacterias y su capacidad para preservar caracteristicas
especificas en condiciones extremas (Hoffmann y Sgro, 2011). Este resultado sugiere
que factores intrinsecos, como la genética y la respuesta frente a estimulos ambientales
podrian desempefar un papel determinante en las propiedades funcionales de las cepas
de Weissella confusa (Gibert et al., 2019). Estos hallazgos subrayan la necesidad de
realizar investigaciones adicionales para comprender mejor los mecanismos que podrian
estar regulando la variabilidad fenotipica en estas bacterias en entornos extremos (Pérez-
Harguindeguy et al., 2013). La eleccion de condiciones de cultivo mesofilicas podria
haber restringido la recuperacion de cepas psicrotolerantes, potencialmente mas
representativas del ambiente antartico. Ademas, la dependencia exclusiva de la

absorbancia compromete la discriminacién entre la biomasa viva y muerta.
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Los resultados obtenidos con el kit API 50CH destacan la relevancia de Weissella
confusa, la cepa mas frecuentemente identificada en este estudio. Esto sugiere que tiene
una notable adaptabilidad en el entorno analizado, lo que podria explicar su
predominancia. Las pruebas de resistencia ambiental muestran que Weissella confusa
crece mejor entre 25 y 35°C, tolera concentraciones de NaCl de 2 a 4% y se desarrolla
en un rango de pH de 6,0 a 7,0. Estas condiciones favorables respaldan su identificacion
frecuente y sugieren que podria desempefiar un papel importante en la remediacion
bioldgica de suelos y aguas residuales. Ademas, su hidrofobicidad superior al 50% indica
su capacidad para adherirse a superficies, un rasgo valioso en aplicaciones ambientales.
La sinergia entre los hallazgos del kit API y las pruebas de resistencia proporciona una
base solida para futuras investigaciones. Al establecer a Weissella confusa como un
referente, se abrirdn nuevas oportunidades para explorar sus caracteristicas y
aplicaciones en la biotecnologia, especialmente en contextos de biorremediacion. La
combinacion de su aislamiento frecuente y sus condiciones de crecimiento favorables la

convierte en un candidato prometedor para estudios futuros en el &mbito ambiental.

La relacion entre la recombinacion genética y la plasticidad fenotipica es fundamental
para entender cémo los organismos se adaptan a su entorno. La recombinacion genética
genera variabilidad al intercambiar material genético, lo que es crucial para la evolucion
y permite nuevas combinaciones de genes que pueden presentar ventajas adaptativas
(Yoon et al., 2023). Por otro lado, la plasticidad fenotipica se refiere a la capacidad de un
organismo para cambiar su fenotipo en respuesta a variaciones ambientales sin alterar
su composicion genética. La mayor diversidad genética resultante de la recombinacion
puede facilitar esta plasticidad (Hoffmann y Sgro, 2011). Ademas, en entornos
cambiantes, esta caracteristica permite a los organismos adaptarse rapidamente,
mientras que la variabilidad genética aumenta la probabilidad de que surjan variantes con
caracteristicas favorables. Asi, ambos procesos estan interrelacionados, permitiendo a
las especies afrontar cambios ambientales y sobrevivir en ecosistemas extremos
(Faillace et al., 2021).
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Las cepas de Weissella destacan por su capacidad para generar una variedad de
metabolitos que tienen mdltiples aplicaciones en diferentes industrias. Entre sus
productos més destacados se encuentra el acido lactico, que no solo actia como
conservante, sino que también por sus aplicaciones biotecnoldgicas (Adebayo et al.,
2018). Ademas, estas cepas son conocidas por producir exopolisacaridos, que pueden
servir como espesantes en la industria alimentaria y como prebioticos, favoreciendo la
salud intestinal. También se ha observado que generan compuestos antioxidantes, lo que
los convierte en aliados en la creacion de alimentos funcionales que ayudan a combatir
el estrés oxidativo (Heperkan et al., 2020). En el ambito de la fermentacion, su papel en
la elaboracion de diversos productos resalta su importancia, ya que enriquecen no solo

el sabor sino también el valor nutricional de los alimentos.

Analizar las caracteristicas de las especies revela su gran potencial en bioprocesos y en
la reutilizacion de residuos (Lian et al., 2024). Estas bacterias son destacadas por su
habilidad para fermentar diferentes tipos de carbohidratos y otros compuestos, lo que es
esencial para transformar residuos organicos en productos utiles. Por ejemplo, se ha
reportado la capacidad de Enterococcus para producir antimicrobianos (Ozkan et al.,
2021). Pediococcus también contribuye a la produccion de acido lactico inhibiendo la
actividad patogénica (Du et al.,, 2022). Ademas, la capacidad para descomponer
compuestos complejos podria aprovecharse para convertir residuos en bioproductos
Gtiles, como biocombustibles o fertilizantes organicos (De Brito et al., 2024). Por otro lado,
Weissella es conocida por generar exopolisacaridos y antioxidantes, que no solo mejoran
la calidad de los productos obtenidos a través de la fermentacion, sino que también
pueden ofrecer beneficios para la salud (Heperkan et al., 2020). Sin embargo, al
considerar, hay desafios a tener en cuenta. Es fundamental optimizar las condiciones de
cultivo para lograr el mejor rendimiento y asegurar la estabilidad del proceso, ya que la
competencia con otra microflora puede ser un factor que afecte su eficacia (Sakandar y
Zhang, 2022). Por lo tanto, es crucial discutir cdmo estas bacterias pueden contribuir a la
sostenibilidad y eficiencia de los bioprocesos, asi como su papel en la valorizacion de
residuos (Tilwani et al., 2022). Esto no solo podria abrir nuevas oportunidades para la
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produccion de bioproductos, sino también ayudar a mitigar los impactos ambientales
asociados con la gestion de residuos, promoviendo un enfoque mas circular y sostenible
en la industria (Ibrahim et al., 2022). De esta manera, los metabolitos que producen estas
cepas las convierten en una opcion prometedora para el desarrollo de productos

innovadores.

3.4. Conclusiones

Se consiguio aislar y caracterizar bioquimica y molecularmente bacterias lacticas a partir
de diferentes matrices antarticas, con un alto porcentaje de positividad en la
identificacion, alcanzando valores de hasta 100% para algunas cepas de Weissella
confusa. Los resultados obtenidos muestran que las bacterias lacticas seleccionadas de
Weissella confusa tienen una hidrofobicidad superficial media/alta, y pueden crecer en
diferentes condiciones de salinidad del 2-4%, temperaturas Optimas de 25-35°C y un
rango de pH de 6,0 a 7,0. Estas caracteristicas las convierten en prometedoras
candidatas para diversas aplicaciones biotecnoldgicas, como agentes biolégicos de
remediacion para el tratamiento de suelos y aguas residuales. Ademas, los hallazgos
obtenidos hacen evidente la necesidad de realizar investigaciones adicionales para
comprender mejor los mecanismos que podrian estar regulando la variabilidad fenotipica
en las bacterias seleccionadas en entornos extremos.

El enfoque unifactorial utilizado en el estudio para evaluar la resistencia de las cepas de
BAL tiene varias limitaciones importantes. Al analizar una sola condicion a la vez, como
temperatura, salinidad o pH, no se logra captar la complejidad de las interacciones que
ocurren en la naturaleza. En la practica, los microorganismos enfrentan multiples factores
simultAneamente, y un alto contenido de sal en un medio acido podria afectar su
crecimiento de manera diferente a como lo harian estas condiciones por separado. La
microbiologia ha demostrado que las respuestas de las bacterias a combinaciones de
estrés pueden variar considerablemente, lo que significa que un enfoque unifactorial

podria llevar a conclusiones erréneas sobre la capacidad de adaptacién y robustez de las
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cepas. Por ello, un disefio multifactorial seria mas beneficioso, ya que permitiria estudiar
cémo interactian factores como salinidad y pH y afectan variables como el crecimiento y
la produccién de exopolisacaridos. Este enfoque no solo ofreceria una comprension mas
completa del comportamiento de las cepas en condiciones reales, sino que también
facilitaria la identificacion de patrones utiles para optimizar los procesos de fermentacion
y mejorar la calidad de los productos finales. En un contexto donde la sostenibilidad y la
eficiencia son clave, entender estas interacciones puede ser fundamental para el

desarrollo de productos més resistentes y efectivos.
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CAPITULO IV: Evaluacién del uso de bacterias acido lacticas provenientes de

Antértica en el tratamiento de aguas residuales agropecuarias

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial de bacterias acido lacticas aisladas
desde Antartica, en purin de cerdo mezclado con suero de queso. Se evalud la actividad
antimicrobiana, hidrofobicidad, demanda quimica de oxigeno, produccién de
exopolisacéaridos; ademas la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del producto
de fermentacion y un ensayo de fitotoxicidad con semillas de Raphanus sativus permitié
evaluar los efectos del fermentado sobre el crecimiento de las plantas. Los resultados
reflejaron que Pediococcus pentosaceus y Enterococcus faecium destacaron en los
experimentos por su capacidad de inhibir patégenos, ser altamente hidrofébicas, producir
exopolisacaridos en un medio complejo, ademas de promover el desarrollo de las
semillas. Esto indica un efecto bioestimulante dotado por los metabolitos bacterianos y la
elevada biodisponibilidad de nutrientes claves después de la fermentacion. En conjunto,
este trabajo fusiona un andlisis que involucra parametros fisicoquimicos, microbiol6gicos
y agronémicos, demostrando que algunas bacterias acido lacticas antarticas presentan
un alto potencial para la bioconversion de purines en biofertilizantes. Los resultados
preliminares indican que, de las cepas estudiadas, especialmente E. faecium podria
utilizarse como alternativa sostenible al manejo de residuos agroindustriales. Este
enfoque abre un horizonte para futuras investigaciones que busquen optimizar su uso a
escala industrial, contribuyendo a una agricultura mas sustentable y amigable con el

medio ambiente.

Palabras clave: bacterias acido lacticas, tratamiento de purines de cerdo, Pediococcus

pentosaceus, Enterococcus faecium, exopolisacéaridos.
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4.1. Introduccion

La biotecnologia ha avanzado notablemente en las ultimas décadas, promoviendo el uso
de microorganismos en diversas aplicaciones industriales, medioambientales y de salud
(Jiang et al., 2019). Un area de interés creciente es el tratamiento de residuos y su
revalorizacion mediante métodos biol6gicos como alternativas sostenibles a tecnologias
convencionales (Martha-Lucero et al., 2023). En este contexto, las bacterias lacticas han
cobrado relevancia por su papel en procesos fermentativos y su capacidad de producir
compuestos antimicrobianos (Serrano et al., 2019).

Tradicionalmente, estas bacterias se han utilizado en la industria alimentaria, pero
investigaciones recientes han mostrado su potencial en aplicaciones ambientales,
incluyendo la biorremediaciéon de aguas residuales (Bravo et al., 2020). Este capitulo se
centra en el uso de bacterias lacticas para el tratamiento de efluentes agropecuarios,
como el purin de cerdo y el suero de queso, buscando una solucion sostenible que
aumente la biodisponibilidad de la materia organica y mejore la calidad del agua tratada
(ElI-Sheshtawy et al., 2022).

El tratamiento de aguas residuales agroindustriales con métodos bioldgicos es
prometedor debido a la disminucion del impacto ambiental y a la posibilidad de convertir
desechos en productos con valor agregado (Meléndez et al., 2018).

La industria porcina genera grandes cantidades de purin, un residuo liquido con alta carga
de materia organica y nutrientes, llegando a contener 37.643 mg/L de DQO, 2.050 mg/L
de nitrogeno total y 620 mg/L de fésforo total (LOpez-Sanchez et al., 2022). A modo de
ejemplo, en 2023, so6lo en Brasil se produjeron alrededor de 4 millones de toneladas de
carne porcina, lo que resulté en una generacion considerable de purines (USDA, 2024).
Es por ello, que, si no se gestiona adecuadamente, puede causar eutrofizacion y
contaminacion (Tortajada, 2021). De manera similar, el suero de queso, rico en proteinas
y lactosa, representa un reto ambiental si se descarga sin tratamiento (Zhang et al., 2024).
Este producto presenta concentraciones de DQO de 77.900 mg/L, nitrogeno total de
1.400 mg/L y 464 mg/L de fosforo total (Stratigakis et al., 2024).
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Estos residuos plantean desafios para la industria de alimentos, ya que los métodos
convencionales de tratamiento suelen ser costosos y no siempre logran reducir
eficazmente la carga de contaminantes (Alva-Araujo et al., 2021). En este sentido, las
bacterias lacticas, especialmente las que provienen de ambientes extremos como la
Antartica, ofrecen una alternativa novedosa para la biorremediacion por sus amplias
capacidades de adaptacion (Balboa-Luna y Vergara-Gonzélez, 2021).

Las bacterias acido lacticas (BAL) antérticas han despertado el interés cientifico por su
capacidad de adaptarse a condiciones extremas, lo que las hace atractivas para
aplicaciones que requieren alta resiliencia, como en el caso del tratamiento de aguas
residuales agropecuarias (Krishnan et al., 2016). Su capacidad para mantenerse activas
en condiciones adversas les otorga una ventaja en la biorremediacion, especialmente en
regiones con mayor variabilidad climatica, donde los métodos convencionales pierden
eficiencia (Chen et al., 2022). Esto implica que algunas BAL pueden degradar
compuestos organicos complejos del purin y suero, transformandolos en productos
menos dafiinos o en compuestos de interés biotecnoldgico como las bacteriocinas o los
exopolisacéaridos (Krishnan et al., 2016).

El uso de BAL en el tratamiento de residuos agroindustriales ha ganado respaldo
cientifico, reflejando potencial en la valorizacion de efluentes y la mejora de la
sostenibilidad agricola. Estas bacterias son efectivas en la fermentacién de residuos,
como el purin de cerdo, en donde pueden transformar compuestos organicos complejos
en productos mas simples y Uutiles. Este proceso, ademas de aumentar la
biodisponibilidad organica, permite recuperar nutrientes esenciales que pueden ser
reutilizados en la agricultura (Rama et al., 2019; Patel et al., 2021). Numerosos estudios
han respaldado la capacidad de las BAL para metabolizar azlicares y otros compuestos
presentes en los residuos agropecuarios. Por ejemplo, la fermentacion de lactosa,
produce acido lactico, lo que no solo mejora la calidad del producto alimenticio, sino que
también disminuye la carga organica del efluente (Li et al., 2020). La implementacion de
BAL en la biorremediacion de aguas residuales ha mostrado resultados prometedores,

evidenciando su eficacia en la biodisponibilidad de nutrientes (DQO) y reduccion de
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contaminantes (Vasmara et al., 2021). Este respaldo indica la capacidad de las BAL para
reducir microorganismos patdgenos y mejorar la calidad del suelo. Estas bacterias no
solo inhiben el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella sp., sino que también
promueven el crecimiento de plantas al mejorar la disponibilidad de nutrientes
(Akpoghelie et al., 2025). Su uso podria representar una alternativa viable a los
fertilizantes inorganicos, contribuyendo a practicas agricolas mas sostenibles. Ademas,
el desarrollo de tecnologias que integren el uso de BAL en sistemas de tratamiento de
aguas residuales ha sido objeto de estudios recientes, sugiriendo que estas bacterias
pueden ser clave en la implementacion de economias circulares en el sector
agropecuario. La valorizacién de residuos agroindustriales a través de la fermentacion
con BAL, permite no solo recuperar nutrientes sino también disminuir el impacto
ambiental asociado a la gestion de estos residuos (De Jesus et al., 2024).

El purin de cerdo, debido a su alto contenido de materia organica, nitrogeno y fésforo,
puede causar eutrofizacion en cuerpos de agua, lo que a su vez lleva a la proliferacion
de algas y la disminucion de oxigeno en el agua, afectando negativamente la vida
acuatica (Trabue et al., 2019). De manera similar, el suero de queso, aunque rico en
nutrientes, presenta un reto cuando se descarga sin tratamiento, ya que puede causar
problemas de contaminacion organica en los cuerpos de agua receptores (Vasmara et
al., 2021). En consecuencia, la implementacion de métodos de tratamiento biol6gico,
como la biorremediacion con bacterias lacticas, no solo contribuye a la mitigacion de
estos problemas ambientales, sino que también mejora la sostenibilidad de estas
industrias (Krishnan et al., 2016). Este enfoque ayuda a reducir la carga de materia
organica y nutrientes en el agua tratada y ofrece la oportunidad de revalorizar residuos
en productos utiles, como biofertilizantes o suplementos para alimentacién animal
(Camesasca et al., 2021). La investigacion sobre el uso de BAL para la biorremediacion
estd aun en una etapa incipiente, con estudios que se han centrado principalmente en la
produccién de compuestos bioactivos bajo condiciones controladas (Paladhi et al., 2022).
Las bacterias acido lacticas antarticas destacan por su capacidad de adaptacion a

condiciones extremas. En un lugar con escasez de vegetacion, bajas temperaturas y
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ciclos de congelacién-descongelacion, estos microorganismos han desarrollado
mecanismos bioquimicos Unicos que les permiten sobrevivir y prosperar (Shivaji et al.,
2017). A diferencia de las BAL tradicionales, que suelen ser mas sensibles a cambios en
su entorno, las cepas antarticas muestran resistencia a condiciones salinas, lo que las
convierte en candidatas ideales para aplicaciones en la remediacibn ambiental y la
recuperacion de nutrientes desde efluentes agropecuarios (Shivaji et al., 2017). Ademas,
producen metabolitos beneficiosos, como el 4cido lactico mencionado anteriormente, que
ademas de mejorar la calidad de los alimentos, podria enriquecer los purines con
nutrientes valiosos (Sanchez-Pascuala et al., 2017; Anumudu et al., 2024). Este potencial
para metabolizar carbohidratos y transformar sustratos complejos en nutrientes mas
accesibles aumenta el valor agronémico de los purines, promoviendo la salud del suelo
y apoyando practicas agricolas mas sostenibles (Wang et al., 2021; Zhao et al., 2023).
Las BAL antarticas no solo son una fuente prometedora de innovacion biotecnoldgica,
sino que también representan una alternativa viable y amigable con el medio ambiente
en comparacion con las cepas convencionales, contribuyendo asi a la economia circular
y al aprovechamiento de residuos agroindustriales (Gou et al., 2019; Mora-Villalobos et
al., 2020).

Se espera que la implementacion de BAL se constituya como una alternativa innovadora
para la biorremediacion, destacando su capacidad de adaptacion a condiciones
extremas. En este contexto, se anticipa que la aplicacion de BAL promovera una hidrdlisis
eficiente de los compuestos presentes en el purin y suero, lo que resultard en aumento
en la demanda quimica de oxigeno (DQO), como consecuencia de la actividad
metabolica bacteriana (Camesasca et al., 2021; Meruvu, 2023). Este incremento en la
DQO sefialara una mayor biodisponibilidad de compuestos organicos. Adicionalmente,
se espera un aumento en la produccion de exopolisacaridos, los cuales estan
relacionados con la estabilidad microbiana y la formacion de biopeliculas, elementos
cruciales para la viabilidad y funcionalidad de las BAL en medios complejos.

La investigacion actual sobre la utilizacién de BAL para la biorremediacidon se encuentra

todavia en una fase inicial, con estudios enfocados en la produccién de compuestos
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bioactivos bajo condiciones controladas (Paladhi et al., 2022). Sin embargo, este capitulo
tiene como objetivo evaluar el funcionamiento de las BAL en la degradacion de
contaminantes organicos presentes en el purin de cerdo con el fin de generar agua
tratada que pueda ser reutilizada como biofertilizante en fertirriego. Su uso podria
complementar o reducir la necesidad de aplicar métodos convencionales de tratamiento,
gue suelen ser mas costosos y demandan un mayor consumo de energia y quimicos. El
aprovechamiento de estos compuestos bioactivos en el proceso de biorremediacion,
ademas de tener un impacto positivo en la gestién de residuos agropecuarios, puede
generar oportunidades para la biorremediacion de metales pesados o hidrocarburos,
ampliando la aplicabilidad en la gestién de residuos agroindustriales (Ameen et al., 2020;
Machado et al., 2020).

En este estudio se prestara atencién a la produccion de bacteriocinas y exopolisacaridos.
Las primeras son proteinas o péptidos antimicrobianos producidos de manera natural por
bacterias que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o matar a otras bacterias,
especialmente aquellas que son competidoras o patdégenas (Yi et al., 2022). Estan siendo
cada vez mas reconocidas como compuestos potenciales en diversas aplicaciones de la
biotecnologia ambiental debido a sus propiedades antimicrobianas especificas y su
capacidad para intervenir en la dindmica microbiana sin causar efectos negativos sobre
el medio ambiente (Fischer et al., 2024). En este contexto, las bacteriocinas pueden ser
aprovechadas para tratar contaminantes, controlar microorganismos patdgenos y mejorar
procesos bioldgicos que favorecen la remediacion ambiental (Gu, 2023). Por otra parte,
los exopolisacéaridos son secretados por algunas bacterias y tienen diversas aplicaciones
industriales (Daba et al., 2021). Estos compuestos pueden optimizar las propiedades
fisicas y funcionales de los productos alimentarios, actuar como agentes espesantes 0
estabilizantes, poseer propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Korcz y Varga,
2021). Su produccién durante el tratamiento de aguas residuales no solo contribuye a la
revalorizacion de los residuos, sino que también puede ofrecer beneficios adicionales

para la sostenibilidad del sector (Hualpa-Cutipa et al., 2022).
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Ademas, la generacion de exopolisacaridos fomenta la formacion de biopeliculas, que
mejoran la eficiencia de la biorremediacion con un entorno microbiano mas estable y
resiliente (Mouro et al., 2024). Asi, el aprovechamiento de estos compuestos bioactivos
en el proceso de biorremediacién promoveria el impacto positivo de las bacterias lacticas
en la gestion de residuos agropecuarios. Esta doble aproximacion tiene como meta no
solo mejorar la calidad del efluente tratado, al aprovechar al maximo el potencial
biotecnolégico de las bacterias lacticas que contribuyen a la economia circular y a la
sostenibilidad de la industria agropecuaria (De Jesus et al., 2024).

Esta investigacion puede sentar las bases para tecnologias biolégicas en otras industrias
con desafios similares en el manejo de sus efluentes (Jiang et al., 2019). El uso de
bacterias lacticas antarticas en el tratamiento de aguas residuales agroindustriales
aborda problemas ambientales criticos y amplia las aplicaciones biotecnoldgicas,

promoviendo la sostenibilidad y la revalorizacion de residuos (Hualpa-Cutipa et al., 2022).
4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Preparacion de medio de cultivo

4.2.1.1. Purin

La muestra de purin se extrajo de un plantel porcino en la Region de Nuble
(36°44'4.58"S 72°17'21.46"0), siendo almacenada en un bidén de poliuretano a 4 °C
en el Laboratorio de Biomasa y Bioenergia de la Facultad de Ingenieria Agricola para

asi mantener las caracteristicas intactas del purin.

4.2.1.2. Suero de queso

La fuente de carbono seleccionada para este estudio fue el permeado de suero de
gueso, que se obtuvo en formato de polvo de la empresa Colln S.A., sin reconstituir.
Este tipo de fuente de carbono ha demostrado ser efectivo en el crecimiento de
bacterias acido-lacticas (BAL) y en la produccion de &cido lactico, segun lo indicado en
investigaciones anteriores (Mazzoli et al., 2014; Wang et al., 2019). Para garantizar la

esterilidad del suero, se sometidé a un tratamiento con luz UV durante 4 horas en un

139



gabinete de bioseguridad, modelo 11231BBC86 de Biobase. Durante la investigacion,
se llevaron a cabo diversas pruebas utilizando diferentes concentraciones de suero de
queso en polvo, especificamente 1, 4, 5y 8 g/L, para evaluar su impacto en el proceso
de fermentacion. De todas estas concentraciones, se identificé que 5 g/L era la mas
baja que generaba resultados positivos. Esta eleccion se baso en la necesidad de
optimizar los costos del tratamiento, dado que el suero de queso en polvo es un
producto comercial que puede incrementar el costo si se utilizan mayores cantidades.
Al optar por esta concentracion, se garantiza tanto una fermentacién efectiva como una

mayor viabilidad econdmica del proceso, lo que permitiria escalarlo en el futuro.

4.2.1.3. Preparacion del medio purin

El purin se centrifugd por 20 minutos a 9.000 rpm y 4°C (Sigma, 3-16 KL).
Posteriormente, el sobrenadante fue filtrado por un sistema de vacio y filtro de fibra de
vidrio con tamafio de poro de 1 um. Se le realizé un analisis fisicoquimico con el equipo
multiparamétrico HI98194 (Hanna Instruments) (Tabla 4.1). Posteriormente, fue
sometido al proceso de esterilizacion con reactor UV, el cual se detalla a continuacion:
durante 8 horas el purin filtrado fue recirculado en el reactor comercial LTC-UV 40 Wy
una lampara UV G25WT5. Luego de esto, se le agregaron 5 g/L de suero de queso en
polvo, el cual se encontraba esterilizado y se disolvio. Después, se afiadieron 4 mL de
este medio a tubos de ensayo con tapa rosca. Al purin filtrado y tratado por UV se le
realizo una prueba de patégenos por medio de placas Petri con Plate Count Agar (PCA)
para evaluar la presencia de microorganismos patégenos. Este método permite asegurar
que el purin esterilizado efectivamente no contenga una carga microbiana significativa,
garantizando asi que el tratamiento ha sido efectivo en la reduccion de patdégenos antes
de su utilizacién en los experimentos posteriores. Al verificar la ausencia de crecimiento
bacteriano en las placas, fue posible validar el proceso de esterilizacion (De Sousa et al.,
2005).
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Tabla 4.1. Pardmetros fisicoquimicos iniciales de purin de cerdo.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 19,05
pH 7,51
ORP (potencial 6xido-reduccién) (mV) -0,3
OD (oxigeno disuelto) (%) 50,5
OD (ppm) 4,55
Conductividad eléctrica (us/cm) 4.225
STD (sélidos totales disueltos) (ppm) 2.113
Salinidad (psu) 2,25

4.2.2. Ensayos

4.2.2.1. Ensayo de crecimiento en medio purin

Para determinar las cepas con mejor crecimiento en el medio purin, se incubaron 100 pL
de las 30 BAL que pudieron ser identificadas genéticamente, en tubos de ensayo con
tapa rosca que contenian 4 mL de medio purin. La fermentacion ocurrio durante 48 h a
37 °C, midiendo absorbancia a 48 h a una longitud de onda de 500 nm, utilizando el
espectrofotometro Spectroquant® Prove 600, y el pH se determiné con el equipo HI5522
de Hanna Instruments. Como control se utilizaron tubos con 4 mL de caldo Man Rogosa
Sharpe (MRS) (Merck, Darmstadt, Alemania). Una vez finalizado este experimento se
seleccionaron cinco cepas con menor valor de pH y mayor valor de absorbancia, que
fueron estadisticamente distintas del resto, para los ensayos posteriores. El pH inicial del
medio purin fue de 7,15 y la absorbancia 0,001. Se utiliz6 medio purin como control.

Para la fermentacién lactica, se agregaron 4 mL de las cinco cepas de BAL
seleccionadas, en matraces Erlenmeyer de 150 mL con tapa rosca, agregando suero de
queso esterilizado a una concentracion de 5 g/L y 46 mL de medio purin y fueron
incubados durante 48 h a 37 °C. Como control se utilizé purin filtrado y tratado con luz
ultravioleta. Todas las muestras se ensayaron en duplicado, obteniendo 100 mL de cada
medio fermentado para los analisis. Al finalizar las 48 horas los matraces se sometieron

a un golpe de frio (12 h a 4 °C) para detener los procesos metabdlicos.
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4.2.2.2. Ensayo de actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del sobrenadante y del cultivo en caldo se baso en el método
de difusion de pocillos, descrito por Kouhi et al. (2022) con algunas modificaciones. Las
cinco cepas de BAL seleccionadas fueron cultivadas en MRS durante 18 h a 37 °C. El
sobrenadante fue obtenido de la centrifugacion a 9.500 rpm, 15 min y 4 °C. Se prepararon
placas de agar blando Mueller-Hinton y luego con un sacabocado se hicieron agujeros
(pocillos) en cada placa, procurando que no quedaran tan proximos uno de otro.
Posteriormente, se prepararon suspensiones MacFarland N°0,5 de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica ATCC 13076.
Cada una de estas suspensiones se sembr6 en toda la superficie de las placas de agar
Mueller-Hinton, cubriendo totalmente la superficie. En cada pocillo de las placas de agar
Mueller-Hinton se deposité aproximadamente 0,1 mL del cultivo total (pellet y caldo MRS)
de las cepas, en otra placa se utiliz6 el sobrenadante, y como control fue utilizado caldo
MRS y suero fisiolégico. Luego las placas fueron incubadas por 24 horas a 37 °C.
Después de la incubacion, se consideré como inhibicion ausente un halo de 1 mm, como
inhibicion leve un halo de 2 mm, como inhibicién fuerte un tamafio de halo comprendido
entre 2 a 5 mmy como inhibicién muy fuerte un halo de tamafio mayor a 5 mm alrededor

de cada pocillo.

4.2.2.3. Ensayo de hidrofobicidad en superficie

El ensayo de hidrofobicidad se realizé segun la metodologia indicada anteriormente en

el Capitulo Ill, con la variante de que se utilizé hexadecano como solvente.

4.2.2.4. Medicion de materia organica a traveés de demanda quimica de oxigeno
(BQO)

A las 48 h, una vez terminada la fermentacion lactica, se midié la DQO utilizando el test
en cubetas por el método fotométrico 50-500 mg/L Spectroquant (114541, Merck,
Alemania) con el espectrofotdmetro Spectroquant® Prove 600, de la misma marca

(Cazaudehore et al., 2019). Se utilizd6 como primer control el purin filtrado esterilizado.
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Como segundo control se utilizé una mezcla del purin tratado con suero de queso
esterilizado. Para llevar a cabo la cuantificacion, todas las muestras se diluyeron 1:50.
Como blanco quimico se utilizé agua destilada. Se midi6 ademés a tiempo inicial, una
muestra de purin filtrado. El andlisis se realizo en triplicado y se aplicaron pruebas de
normalidad para determinar distribucion de los datos, a posterior, pruebas para evaluar

diferencias significativas. Se considerd estadisticamente significativo un valor p <0,05.

4.2.2.5. Analisis de exopolisacéaridos (EPS)

La metodologia para la extraccion de exopolisacaridos (EPS) se llevd a cabo siguiendo
el protocolo descrito por Zhang et al. (2013), aunque con algunas modificaciones para
optimizar el proceso. Una vez finalizada la fermentacién, se tomé una muestra de 30 mL
y se centrifugd a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Este procedimiento permitio
separar la muestra en tres fracciones de 10 mL cada una. El sobrenadante resultante se
trat6 con acido tricloroacético (TCA) puro (Merck) para eliminar las proteinas que podrian
interferir en los analisis posteriores. Se ajusto la concentracion de TCA a un 20% (v/v) en
la muestra. Tras 30 minutos de agitacién, la muestra se centrifugé nuevamente, pero esta
vez a 9.500 rpm por 30 minutos a 4°C. A continuacién, se procedio a la precipitacion de
los EPS mediante la adicion de dos volumenes de etanol absoluto (Sigma Aldrich). Esta
mezcla se dejé reposar a 4°C durante toda la noche, permitiendo que los EPS se
acumulen adecuadamente. Posteriormente, se centrifugd a 9.500 rpm durante otros 30
minutos. El pellet que contenia los EPS se resuspendio en agua mili-Q estéril, en una
proporcion de 1/10 del volumen inicial del cultivo, y se sometié a un proceso de dialisis
usando membranas de dialisis con un tamafio de poro de 140.000 Da (Sigma Aldrich).
Esta didlisis se realiz6 frente a 10 L de agua mili-Q a 4°C durante 48 horas, realizando
cuatro cambios de agua para asegurar una adecuada purificacion. Para determinar la
concentracion de EPS, se utilizd el método colorimétrico del fenol-acido sulfurico, tal
como lo describen DuBois et al. (1956), modificado segun el trabajo de Grobben et al.
(1998). En este procedimiento, a 1 mL de la solucion de EPS purificada se le afiadieron
0,5 mL de fenol al 5% (Sigma Aldrich) y 2,5 mL de &cido sulfurico (Merck) al 95,5%. Se
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agité la mezcla mediante un vortex durante 5 segundos y se incub6 a temperatura
ambiente durante 15 minutos. La concentracion de EPS se determiné midiendo la
absorbancia a 490 nm, enfocdndose en las hexosas, utilizando el espectrofotbmetro
Spectroquant Prove 600. Para calcular la concentracion exacta de las muestras, se
genero una curva de calibracion, empleando soluciones de dextrano comercial (dextrano
70, Merck,) a diferentes concentraciones. Adicionalmente, se llevaron a cabo controles
utilizando purin filtrado tratado con luz UV (denominado P), suero de queso esterilizado
con luz UV (denominado S) y una mezcla de ambos (denominada P+S). Todas las
muestras fueron analizadas en triplicado, garantizando la replicabilidad y confiabilidad de

los resultados.

4.2.2.6. Analisis fisicoquimico del agua tratada

Se analizaron las cinco cepas seleccionadas y una muestra de purin crudo filtrado segun
los métodos de andlisis de agua para riego (Sadzawka, 2006). Entre los parametros
analizados se evaluaron: pH, conductividad eléctrica, nitratos, amonio, fésforo, potasio,

calcio, magnesio, sodio, hierro, manganeso y zinc.

4.2.2.7. Analisis microbioldgico del agua tratada

Se sembraron placas Petri con agar MRS en diluciones seriadas hasta -7 para cuantificar
las BAL (De Man et al., 1960). Para evaluar la eficiencia de inhibicion de patégenos, se
cuantificé Escherichia coli mediante el método selectivo agar coliforme Chromocult®
(Chromocult; Merck, Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante, a 37°C por 24
horas. Para las colonias en este agar, se utilizaron los siguientes criterios para la
identificacion: las colonias de color azul oscuro a violeta se consideraron E. coli, mientras
que las colonias de color salmén se consideraron Enterobacteriaceae clasificadas como
coliformes, la suma de ambas se considero coliformes totales. Se midio la cantidad de E.

coli a tiempo inicial al purin filtrado. Los resultados se transformaron a log UFC/mL.
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4.2.2.8. Ensayo de fitotoxicidad

Se utilizaron semillas de rabano (R. sativus) en una placa Petri y se lavaron con agua
desionizada. Se realizé un bioensayo de toxicidad aguda basado en el propuesto por
Parra-Orobio et al. (2021) con algunas modificaciones. Para esto se prepararon placas
Petri de plastico (100 x 15 mm) a las cuales se les colocé un disco de papel filtro como
medio de soporte, adicionando en seguida 5 mL de cada fermentado en dilucion 1:250;
una vez realizado esto, con ayuda de unas pinzas se colocaron diez semillas por placa,
las cuales posteriormente se taparon y fueron selladas para ser llevadas finalmente a una
incubadora por un lapso de 120 horas (5 dias) a una temperatura de 21 + 1 °C. El
experimento se realizo por triplicado. Como control se utilizé agua desionizada, de igual
manera se sometié a este ensayo una muestra de purin sin tratamiento y fermentado,
ademas de una mezcla de purin tratado filtrado y tratado por UV y suero de queso
esterilizado bajo campana UV.

Con la finalidad de evaluar el efecto producido, se evalué al dia 5 el porcentaje de
germinacion y se determind el porcentaje de germinacion relativa de semilla (% GRS),
empleando la ecuacion 4.1. Terminado el tiempo de exposicion se llevé a cabo una
observacion general del estado de las plantas y se registré cualquier indicador de dafio
tanto en los tratamientos como los controles. Finalmente, se midi6 la raiz principal, para
obtener el porcentaje de crecimiento radicular relativo (% CRR) (ecuacion 4.2) y el indice

de germinacion (%IG) (ecuacién 4.3) (Hoekstra et al., 2002).

Ecuacion para calcular porcentaje de germinacion relativa de semilla

GRS(%) = 100 (4.1)

N° semillas germinadas con muestra

N° semillas germinadas con agua control

Ecuacion para calcular porcentaje de crecimiento radicular relativo

Long promedio de la radicula con muestra

CRR(%) = : , *100 (4.2)
Long promedio de la radicula con agua control
Ecuacion para calcular indice de germinacion
GRS*CRR
1G(%) = oo 4.3)

00
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4.2.3. Anéalisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados, en primera instancia se realizé un test de
Shapiro Willks para determinar el tipo de distribucion que presentaban los datos. Se aplico
test de Levene para verificar homogeneidad de la varianza. Posteriormente se realizo el
analisis de varianza y test de Tukey para muestras con distribucién normal; y, por otro
lado, se aplico el test de Kruskall Wallis y U de Mann Whitney para variables no
paramétricas, utilizando el software SPSS version 29.0.2.0. Se consideré
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Estos analisis se realizaron para los
ensayos de crecimiento en medio purin, ensayo de hidrofobicidad en superficie, medicién
de materia organica a través de demanda quimica de oxigeno (DQO), produccién de

exopolisacéaridos, analisis microbiolégico del agua tratada y ensayo de fitotoxicidad.

4.3 Resultados y discusién

4.3.1. Ensayo de crecimiento en medio purin

Para la variable pH existen diferencias significativas (valor p < 0,05) entre el conjunto de
cepas 14, 43, 58, 157 y 171 en comparacion con las demas cepas estudiadas segun la
prueba de Kruskall Wallis, considerando una distribucién no normal de los datos (Figura
4.1). Para el caso de la absorbancia, el estadistico ANOVA, aplicado debido a la
distribucion normal de los datos, arrojé un valor p < 0,05, por lo que, para ambos casos,
el grupo de cepas 14, 43, 58, 157 y 171 difieren significativamente del resto (Figura 4.2).
El valor del pH y la absorbancia del control a 48 h fue de 6,98 + 0,05 y 0,089 + 0,021,
respectivamente. La actividad de acidificacion es una de las caracteristicas tecnolégicas
mas importantes para la seleccion de BAL. Estos resultados mostraron que las cinco

cepas ya mencionadas poseen una capacidad acidificante estadisticamente distinta.
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Figura 4.1. Variacion de pH en la fermentacion lactica de diversas cepas de BAL antartica
en medio purin. Se presentan valores medios con su desviacién estandar (n=3).
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Figura 4.2. Variacion de absorbancia (Asoo) en la fermentacion lactica de diversas cepas
de BAL antartica en medio purin. Se presentan valores medios con su desviacion
estandar (n=3).
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En esta prueba preliminar se determind el potencial de acidificacion y generacion de
biomasa de 30 cepas de BAL antérticas. De acuerdo a la identificacion genética
presentada en la Tabla 3.4 del Capitulo Ill, las cinco cepas que evidenciaron menores
valores de pH son la cepa 43 perteneciente a la especie Enterococcus faecium con un
valor de 5,61, seguida de las cepas 14 (5,62), 171 (5,64), 157 (5,66) y 58 (5,68)
correspondientes a Pediococcus pentosaceus. Estas cepas presentaron también los
valores mas altos de absorbancia, lo que es indicador de su buena capacidad para
desarrollarse en este medio complejo. La cepa 43 presentd la mayor absorbancia (2,046),
seguida de las cepas 58 (1,901), 171 (1,733), 157 (1,448) y 14 (1,417). En este caso, la
mayor absorbancia sugiere que la cepa bacteriana ha proliferado eficazmente en el medio
de cultivo, lo que implica un buen crecimiento y una capacidad efectiva para utilizar los
nutrientes disponibles en ese medio. Por lo tanto, las cepas con mayores valores de
absorbancia, como la cepa 43 de Enterococcus faecium, presentan un desarrollo y
adaptacion mas favorable a las condiciones del medio, lo que es un indicador positivo de
su potencial en aplicaciones biotecnolégicas.

La cepa 43, aislada desde fecas de Petrel antartico, se destaca en este experimento por
ser la que presenta un valor menor de pH y al mismo tiempo una mayor absorbancia, lo
cual es un indicio de su capacidad de generar acidos organicos y biomasa en un medio
de cultivo de purin de cerdo que puede considerarse complejo. Estos resultados
coinciden con otros estudios relacionados con las caracteristicas de E. faecium, una
bacteria Gram-positiva, con forma de cocos individuales o cadenas cortas, no esporulada,
catalasa-negativa, anaerobia facultativa y homofermentativa, cuyo principal producto de
fermentacion es el acido lactico (Kavitake et al., 2023). Esta bacteria muestra resistencia
y versatilidad para prosperar en distintos hébitats, incluso en aquellos que son ricos en
nutrientes y con presencia de patégenos, como por ejemplo heces de aves marinas (Kim
et al., 2018). Estos resultados concuerdan con los estudios de Mao et al. (2020) y Ozkan
et al. (2021), quienes demostraron que E. faecium tiene una alta capacidad de

desarrollarse en ambientes hostiles. Esta especie podria haber desarrollado un sistema
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ventajoso en términos de consumo nutricional, lo cual seria un potencial favorecedor en
aplicaciones industriales donde son requeridos el crecimiento de biomasa y produccion
de &cidos organicos.

Las demas cepas corresponden a P. pentosaceus, bacterias Gram-positivas, no
formadoras de esporas, inmoviles, con forma de coco y homofermentativas (Semjonovs
y Zikmanis, 2008). Estas fueron aisladas desde diversas fuentes, lo que podria dar
explicacion de las variaciones obtenidas en el experimento. La cepa 14, aislada desde
heces de pinnipedo, 58, aislada de fecas de lobo fino antartico y las cepas 157 y 171,
aisladas de intestinos de los peces Notothenia antarctica y Harpagifer antarcticus, dan
evidencia del potencial adaptativo de esta especie en condiciones donde los recursos
nutricionales son limitados y los factores del nicho ecoldgico les exigen mayor resistencia
y desarrollo metabdlico (Verma et al., 2023). Se ha estudiado que las heces de animales
antarticos cuentan con bacterias generadoras de enzimas capaces de depurar amoniaco,
las cuales mayoritariamente son de origen intestinal y que poseen acido urico psicrofilico,
ademas de proteinas y bacterias que son capaces de degradar compuestos (Grzesiak et
al.,2020). Por otra parte, el intestino de los peces es un ecosistema complejo que alberga
una poblacion especifica de microbiota (Talwar et al., 2018). Actualmente, muchas BAL
han sido profundamente investigadas por sus efectos probidticos y beneficiosos para la
salud del huésped dentro de estos aislados (Dhruv et al., 2021). De esta manera, la
versatilidad y adaptabilidad que poseen estas especies para crecer y desarrollarse en
condiciones poco favorables sugiere que estas cepas aisladas de la fauna autéctona de
la Antartica son promisorias para potenciales aplicaciones biotecnolégicas y/o probiéticas
gue requieran robustez y adaptabilidad a medios de desarrollo ricos en nutrientes y aguas
residuales complejas.

Es importante reconocer limitaciones relacionadas con la medicion de absorbancia.
Aunque es un indicador util de la biomasa y la actividad metabdlica de los
microorganismos en cultivo, su interpretacion no es siempre directa. Factores como la
turbidez del medio, presencia de compuestos colorantes e interferencias de otros

elementos pueden distorsionar los resultados, llevando a conclusiones errGneas sobre la
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eficiencia del proceso (Li et al., 2020; Zhao et al., 2023). Es importante considerar que la
absorbancia mide la cantidad de luz absorbida por la muestra, o que puede no
correlacionarse linealmente con la concentracién de materia organica presente. Esto es
relevante en medios complejos como el purin, donde la diversidad de compuestos puede
alterar la relacion esperada entre la absorbancia y la concentracién expresada como
DQO (Wang et al., 2022). De esta manera, mientras que un aumento en la absorbancia
puede sugerir un crecimiento microbiano efectivo, no necesariamente indica una mejora
en la calidad del efluente tratado si no se complementa con un andlisis quimico que
evalue la reduccion de contaminantes especificos (Mao et al., 2020). La interpretacion de
estos datos debe considerar las limitaciones mencionadas para evitar decisiones
errébneas en la optimizacion de los sistemas de biorremediacién (Dahiya et al., 2018;
Akpoghelie et al., 2025).

La variacion del pH durante el proceso de fermentacién es un indicador de actividad
metabdlica, ya que refleja la produccién de acidos organicos, principalmente acido lactico.
A medida que estas bacterias metabolizan azUcares y otros compuestos presentes en
los sustratos, se produce una acidificacion del medio, lo que es esencial para el
crecimiento de estos microorganismos y ademas puede influir en la solubilidad y
biodisponibilidad de nutrientes, favoreciendo su asimilacion (Rama et al., 2019). Un pH
mas bajo, como el observado en las cepas estudiadas, indica un metabolismo activo
donde la produccion de acido lactico puede ser suficiente para inhibir a patégenos y
microorganismos competidores, mejorando la calidad del efluente (Krishnan et al., 2016).
Es importante considerar que una reduccion excesiva de pH puede ser perjudicial, ya que
podria llevar a condiciones desfavorables para el crecimiento de las BAL (Zhao et al.,
2023). El control del pH es fundamental no solo para optimizar el rendimiento del proceso,
sino también para asegurar la estabilidad del ecosistema microbiano en el tratamiento de

aguas residuales pecuarias (Mao et al., 2020).
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4.3.2. Ensayo de actividad antimicrobiana

Los resultados muestran variabilidad de las cepas en la actividad antimicrobiana en
funcién del patdgeno, y el tipo de extracto (sobrenadante o cultivo en caldo) (Tabla 4.2),
reflejando la capacidad de estas BAL para producir metabolitos antimicrobianos. El cultivo
en caldo para todas las cepas logré una inhibicion muy fuerte sobre S. enterica (Figura
4.3).

Tabla 4.2. Actividad antibacteriana del sobrenadante y del cultivo en caldo de aislados
antarticos contra patégenos comunes.

E. coli S.aureus S. enterica

Cultivo
Cultivo Cultivo en

Aislado  Sobrenadante encaldo Sobrenadante encaldo Sobrenadante caldo
14 +++ - +++ +++ - +++
43 - +++ +++ +++ - +++
58 - - - - ++ +++
157 - +++ - - +++ +++
171 +++ +++ - +++ +++ +++

-: sininhibicién, + inhibicion leve (tamafio de halo de hasta 2 mm), ++: inhibicion fuerte (halo entre
2 a 5 mm), +++: inhibicién muy fuerte (halo de mas de 5 mm).
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Figura 4.3. Actividad antimicrobiana del cultivo en caldo para los cinco aislados (14, 43,
58, 157, 171) de BAL antartica sobre Salmonella enterica.

La cepa 58 fue la que presentd menor actividad antimicrobiana tanto en el sobrenadante
como en el cultivo en caldo, en contraste con la cepa 171 que fue la que tuvo mayor
actividad contra estos patdégenos. Estas diferencias podrian explicarse por variaciones
en la produccién de compuestos con actividad antimicrobiana explicaria debido a
variaciones en la produccién de compuestos con actividad antimicrobiana, tales como
bacteriocinas, acidos organicos o peroxido de hidrogeno. La cepa 171, aislada del
intestino de Harpagifer antarcticus, probablemente compitié con un mayor niamero de
colonizadores microbianos; por ende, la seleccion natural favoreceria la evolucion de
mecanismos antimicrobianos mas efectivos. La cepa 58, en cambio, aislada de un lobo

fino antartico, estuvo expuesta a presiones selectivas distintas resultando en la accién
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antimicrobiana encontrada. Adicionalmente, diferencias en la regulacion genética de
estos mecanismos, expresion de enzimas degradativas y susceptibilidad de los
patbgenos a cada compuesto degradante también influirian en esta variabilidad. Las
cepas 14 y 171 presentaron inhibicién muy fuerte al patégeno E. coli en el sobrenadante,
lo que indica que estos aislados producen compuestos antimicrobianos capaces de inhibir
bacterias Gram-negativas en el medio extracelular. Por otra parte, no hubo actividad
antimicrobiana contra E. coli del cultivo en caldo para la cepa 14 ni para la 58, pero si
para las cepas 157 y 171. Lo anterior podria indicar que la actividad antimicrobiana de la
especie P. pentosaceus aislada desde intestino de pez antartico depende de la presencia
de células activas o de metabolitos que se mantienen a mayor concentracion en el cultivo
en caldo, pero no en el sobrenadante. Lo anterior también es atribuible al comportamiento
de E. faecium, al tener actividad antimicrobiana solo en el cultivo en caldo; Ozkan et al.
(2021), reportaron actividad nula del sobrenadante de E. faecium sobre E. coli.

Para el patdgeno S. aureus, las cepas 14 y 43 mostraron inhibiciébn muy fuerte tanto en
el sobrenadante como en el cultivo en caldo, indicando la produccién de bacteriocinas y
otros compuestos antimicrobianos activos contra bacterias Gram-positivas, 1o cual
coincide con estudios previos sobre la capacidad de E. faecium y P. pentosaceus para
producir compuestos con actividad antimicrobiana especifica contra S. aureus (Rahmeh
et al., 2020; Du et al., 2022). Por otro lado, las cepas 58, 157 y 171 no presentaron
inhibicion contra este patdgeno, lo cual podria atribuirse a diferencias en los compuestos
producidos o bien, una menor efectividad de las bacteriocinas frente al patégeno S.
aureus. La cepa 171 mostrd actividad en el cultivo en caldo, no asi en el sobrenadante,
lo cual indicaria que los metabolitos antibacterianos que produce son inestables o
necesitan la presencia de células para mantener su actividad.

Todos los cultivos en caldo presentaron inhibicion muy fuerte contra S. enterica, lo que
sugiere una accion uniforme de los compuestos antimicrobianos producidos por estas
bacterias lacticas. Para el caso del sobrenadante mostraron variabilidad entre las cepas:
la 157 y 171 lograron una inhibicion muy fuerte, mientras que la cepa 58 inhibié en menor

grado. Esto puede indicar que las cepas de P. pentosaceus aisladas desde intestino de
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pez producen metabolitos capaces de mantener su actividad antimicrobiana
extracelularmente, generando compuestos antibacterianos especificos para inhibir
bacterias de este género. Hu et al. (2021), registraron actividad antibacteriana de P.
pentosaceus sobre S. enterica.

Estudios indican que algunas especies de Pediococcus generan bacteriocinas, tales
como la pediocina, que limitan la proliferacion de BAL (Porto et al., 2017; Komora et al.,
2020), El hecho de reducir el pH durante la fermentacién, también contribuye en la
inhibicién del crecimiento de patégenos u otros microorganismos no deseados (Adesulu-
Dahunsi et al., 2018). Los diversos resultados entre el sobrenadante y cultivo en caldo
para las cepas pueden explicarse por las diversas fuentes desde las que fueron aisladas.
La hostilidad del intestino de peces o las heces tanto de aves como de mamiferos
antarticos, pudo haber favorecido la adaptacion de las BAL para producir una gama
diversa de compuestos antimicrobianos, muchos de los cuales pueden tener una
especificidad elevada contra patdgenos potencialmente comunes en estos habitats. Por
ejemplo, la actividad de Enterococcus faecium contra S. aureus podria estar vinculada a
la produccion de enterocinas, que presentan actividad contra patdégenos grampositivos.
Tilwani et al. (2022), reportaron buena actividad antimicrobiana de E. faecium sobre S.
enterica. Cabe mencionar que la literatura encontrada aborda la actividad del
sobrenadante sobre el patdgeno, pero no se encontraron experimentos con el cultivo en
caldo para lograr contrastar los resultados de este estudio.

La literatura reporta las propiedades antimicrobianas y la caracterizacion funcional de las
BAL; por ejemplo, en cepas como Fructobacillus y Lactiplantibacillus en el contexto de la
bioconservacion y la mejora de alimentos. Estas bacterias destacan por su capacidad
para fermentar carbohidratos y producir acido lactico, y han tenido un amplio uso en la
industria alimentaria, no solo por sus propiedades probidticas, sino también por su
potencial para combatir patégenos. En el trabajo de Bhavadharan et al. (2023), las BAL
son fundamentales en la produccion de alimentos fermentados, ya que generan una
variedad de metabolitos que son beneficiosos para la salud humana. Estos incluyen no

solo acido lactico, sino también bacteriocinas, exopolisacaridos y acidos grasos de
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cadena corta. Su capacidad para descomponer macromoléculas alimentarias y actuar
como probidticos resalta su importancia en la mejora del bienestar corporal. El estudio de
De Simone et al. (2023) evidencia la capacidad de L. plantarum y F. fructosus, aisladas
de miel artesanal, para inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas y hongos; esta
informacion abre nuevas posibilidades para su uso en la bioconservacion.

El efecto combinado de acidos organicos y bacteriocinas revela una potencial mejora de
la actividad antimicrobiana. Estas bacterias, adaptadas a condiciones extremas, han
desarrollado mecanismos Unicos de resistencia y adaptacién, lo que las hace
especialmente valiosas en la busqueda de soluciones biotecnoldgicas (Casillo et al.,
2017). Otros estudios han demostrado la efectividad de estas combinaciones en
condiciones controladas, pero aun se requiere mas investigacion para comprender
completamente sus interacciones y optimizar su aplicacion en sistemas naturales
(Tamang et al., 2024).

Estos resultados son sugerentes de que varias BAL antarticas no solo son adaptables a
medios de cultivo ricos en proteinas y nutrientes complejos, sino que también poseen
capacidades antimicrobianas que podrian tener aplicaciones significativas contra
patdgenos. Sin embargo, como el analisis fue mas bien cualitativo, no se generaron datos
numericos que permitieran realizar un analisis estadistico. Esto limitd la capacidad para
comparar de manera precisa como cada cepa afectaba la inhibicion de los patégenos, lo

cual es una debilidad que debe ser considerada para estudios posteriores.

4.3.3. Ensayo de hidrofobicidad en superficie

Los datos de la hidrofobicidad de superficie celular para los aislados 14, 43, 58, 157 y
171 de BAL antartica presentaron una distribucién normal segun el test de Shapiro Willks
y una homogeneidad de la varianza segun el test de Levene. Al realizar el andlisis de
varianza no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los aislados.
Se puede vislumbrar que las cepas de P. pentosaceus y E. faecium poseen una

hidrofobicidad mayor a 84% (Figura 4.4), clasificAndose en la categoria de hidrofobicidad
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alta. Esto se traduce en una alta afinidad entre cepas e hidrocarburos, lo cual implica una
mayor adhesion a superficies no polares.

100,00

50,00

0,00

Hidrofobicidad (%)

40,00
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0,00

14 43 58 157 171

Tratamiento

Figura 4.4. Valores de hidrofobicidad de superficie celular para aislados de BAL antartica.
Valores expresados como promedio y barra de error corresponde a desviacion estandar
(n=3).

Los valores de hidrofobicidad encontrados en las cepas indicarian mecanismos de
adaptacion a ambientes extremos. Esta caracteristica de adhesion permitiria competir
con una amplia cantidad de microorganismos y sobrevivir en condiciones adversas del
ambiente. Otros autores también han reportado altos valores de hidrofobicidad para estas
especies de BAL (Rehaiem et al., 2014; Son et al., 2018; Tilwani et al., 2022). Estas cepas
son prometedoras en el ambito de la biotecnologia y la proteccién del medio ambiente
(Huet y Puchooa, 2017), destacandose en areas como la conservaciéon de alimentos y la
defensa contra patdogenos en contextos donde la formacion de biofilms y la adherencia a
superficies son beneficiosas. La combinacion de su notable hidrofobicidad junto con la
actividad antimicrobiana observada indica que estas cepas podrian ser utilizadas en

estrategias de control biol6gico, aprovechando tanto su capacidad de adherirse como su
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efecto antimicrobiano para suprimir patégenos en diversos entornos (Sakandar y Zhang,
2021; Ozkan et al., 2021). Estos resultados son consistentes con otros estudios donde la
hidrofobicidad de BAL esta sobre el 40%, el cual es el limite a considerar para evaluar
propiedades probiéticas de una cepa (Son et al., 2018).

La alta hidrofobicidad evidencia la capacidad para competir y prosperar en ambientes
adversos, como las aguas residuales porcinas (Erginkaya y Konuray-Altun, 2022). Esto
se traduce en una mayor afinidad hacia superficies no polares, facilitando la adhesién a
diversos sustratos, lo que es crucial para la supervivencia y eficacia en aplicaciones de
biorremediacion (Ascanta et al., 2025). Estudios previos han demostrado que la
hidrofobicidad sobre 80% mejora la capacidad para adherirse a superficies y esta
relacionada con la capacidad para formar biopeliculas, asociadas a la produccion de
exopolisacéaridos (EPS) (De Souza et al., 2019). Estas biopeliculas ofrecen proteccion
contra condiciones ambientales adversas y patdgenos, lo que se traduce en una mayor
efectividad en la degradacion de compuestos toxicos (Bravo et al., 2020; Vasmara et al.,
2021). La produccion de EPS es un indicador de la adaptabilidad de estas cepas a
condiciones ambientales inhdspitas, ya que actian como protectores, mejorando la
resistencia a factores como la salinidad y variaciones de temperatura (Mouro et al., 2024).
La sintesis de estos compuestos se asocia con un mecanismo de defensa que permite a
las BAL prosperar donde otros microorganismos no podrian. De lo anterior se infiere que
existe una relacion entre la hidrofobicidad, la produccion de EPS vy la capacidad de las
cepas para enfrentar el estrés ambiental. Este enfoque abre nuevas vias para la
investigacion futura, centrandose en la optimizacion de estas caracteristicas en un
contexto industrial, contribuyendo a un manejo responsable de los residuos

potencialmente aprovechables.
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4.3.4. Medicion de materia organica através de demanda quimica de oxigeno (DQO)

En este experimento el valor inicial de DQO de purin crudo filtrado fue de 5.100 mg/L.
Luego, se midio la demanda quimica de oxigeno (DQO) al finalizar la fermentacién lactica.
Los datos seguian una distribucion normal y presentaban diferencias estadisticamente
significativas entre si. Los resultados para las diferentes condiciones experimentales se
presentan en la Figura 4.5, ademas de las diferencias significativas entre los controles y
las cepas en la Tabla 4.3. La concentracion de materia organica vario, traduciéndose en

diferente nivel de actividad metabdlica y descomposicion de la materia organica.
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Figura 4.5. Demanda quimica de oxigeno para bacterias acido lacticas antéarticas. P: purin
solo; P+S: medio purin. Valores expresados como promedio y barra de error corresponde
a desviacion estandar (n=3).

Tabla 4.3. Diferencias estadisticamente significativas (*) segun el test de Tukey HSD
entre los valores de DQO para las cepas antarticas y los controles.

Muestra  Comparacion p-valor
P P+S 0,003 *
14 0,000 *
43 0,000 *
58 0,000 *
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Tabla 4.3 (continuacién)

157 0,003 *
171 0,000 *
P+S 14 0,000 *
43 0,000 *
58 0,000 *
157 0,000 *
171 0,000 *
14 43 0,057
58 0,873
157 0,000 *
171 0,038 *
43 58 0,240
157 0,002 *
171 1,000
58 157 0,000 *
171 0,157
157 171 0,003 *

Los resultados muestran una variabilidad en la DQO entre los diferentes tratamientos. En
general, las muestras tratadas con purin y suero de queso esterilizado (P+S) presentaron
valores de DQO mas bajos en comparacién con el resto, lo sugiere una menor generacién
de compuestos simples.

La comparacién entre grupos presentd un valor p < 0,05 en la mayoria de las muestras,
por lo que existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, exceptuando
la muestra 43 que no presenta diferencias con las muestras 14, 58 y 171. Ademas, la
muestra 58 no presenta diferencias con el tratamiento 171. La cepa 14 de P.
pentosaceus, aislada de heces de pinnipedo antartico, presenté el mayor valor de DQO
de 9.600 mg/L, indicativo de la alta demanda de oxigeno necesaria para la degradacion
de compuestos organicos complejos. Este valor fue significativamente mayor con
respecto a otras cepas, en particular con la cepa 157 (valor-p=0,002) y la cepa 171 (valor-
p=0,038), lo que sugiere no solo las capacidades metabdlicas, sino también la adaptacién
a condiciones de alta carga organica como en el sistema digestivo de pinnipedo,
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alimentado de proteina y rico en grasa. La cepa 43, aislada de heces de petrel antartico,
present6 una DQO de 8.800 mg/L, mas baja que la de la cepa 14, pero aun relativamente
alta en comparacion con otras cepas. Este valor fue significativamente superior a la cepa
157 (valor-p=0,004). E. faecium es conocido por su capacidad de metabolizar una amplia
gama de sustratos; por lo tanto, es altamente probable que haya desarrollado adaptacion
metabdlica para degradar varios compuestos presentes en su ambiente de aislamiento,
como las heces de ave marina polifaga. La cepa 58 de P. pentosaceus, aislada del lobo
fino antartico, present6 un valor de DQO de 9.350 mg/L, sin diferencias con respecto a la
cepa 14 con p = 0,873. Por lo tanto, al igual que la cepa anterior, la conexion con un
entorno rico en proteinas y grasas sugiere degradacion de compuestos complejos y, en
consecuencia, una alta demanda de oxigeno.

La cepa 157 (P. pentosaceus) aislada del intestino de Notothenia arrojo una DQO de
7.350 mg/L, lo cual difiere significativamente de las cepas 14 y 43. Esto implica el uso de
compuestos organicos presentes en el medio de cultivo, lo cual podria relacionarse
facilmente con la adaptacion a un ambiente con menor disponibilidad de nutricion. Dentro
del intestino de los peces los nutrientes son menos disponibles, lo que posiblemente
favorezca la adaptacion metabdlica de la cepa. La cepa 171 (P. pentosaceus) aislada del
intestino del Harpagifer antértico, presenté una DQO de 8.725 mg/L, el cual es
significativamente menor al de la cepa 14 (p=0,038). A pesar de que también proviene de
un ambiente con poca disponibilidad nutricional, su DQO implica una menor eficiencia
metabdlica que la cepa 157, lo cual podria relacionarse con diferencias en dieta y
microbioma intestinal de Notothenia. En general, estos resultados indican que las
bacterias aisladas de la Antartica presentan perfiles metabdlicos diferenciados segun su
especie y ambiente de origen, lo que se refleja en la variaciéon de DQO.

La concentracién de DQO se usa ampliamente para representar la cantidad aproximada
de materia organica disuelta en el caldo de fermentacién (Wang et al., 2022). La cepa 43
arrojé un valor de 8.830 mg/L, mientras que P. pentosaceus indicé valores desde 7.350
a 9.630 mg/L, lo que representa diversa actividad metabdlica. El proceso anaerobico de

fermentacién lactica produce acido lactico a partir de los azucares, lo que aumenta la
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DQO porque los productos fermentativos acumulados elevan la carga organica en el
medio (Lian et al., 2024). Es posible mencionar que las cepas bacterianas aisladas de los
ambientes antarticos revelaron una alta capacidad para metabolizar la materia organica.
Pediococcus pentosaceus y Enterococcus faecium juegan un papel importante en el ciclo
de los nutrientes en el ecosistema antartico. Desempefian una funcion ecolégica y tienen
un significado biotecnoldgico en este extremo habitat, siendo esenciales para transformar
los nutrientes en compuestos mas simples, proporcionando sustratos para la generacion
de acidos organicos (Zhao et al., 2019).

La DQO indica la efectividad de BAL antérticas en el tratamiento de purines de cerdo, al
lograr aumentar la biodisponibilidad de los compuestos presentes en estas aguas
residuales. Es importante tener en cuenta que el propio proceso de fermentacién, aunque
tiene por objeto descomponer los compuestos organicos complejos, puede aumentar este
indicador. A medida que las bacterias metabolizan azlcares y otros sustratos disponibles,
producen acidos organicos (Camesasca et al., 2021; Meruvu, 2023), que contribuyen a
la carga organica global del medio. Se debe evaluar si los compuestos organicos
complejos y recalcitrantes se estan convirtiendo en formas mas simples y
biodegradables. La actividad de las BAL generalmente lleva a una disminucién del pH, la
cual inhibe patdgenos y crea un entorno favorable para la proliferacion de BAL, mejorando
potencialmente la calidad general del efluente (Lamssali et al., 2024). La produccién de
EPS es un indicador de la adaptabilidad de las BAL, ya que contribuyen a la formacion
de biopeliculas, que pueden mejorar la estabilidad y actividad de esta comunidad
bacteriana. Un biofilm robusto puede conducir a un aumento de la biodisponibilidad de
nutrientes consistente en el tiempo. Sin embargo, los EPS son polimeros orgénicos y
contribuyen también a la carga organica global (Chen et al., 2020). Por lo tanto, una
elevada produccion de EPS sin la correspondiente disminucion de otras fracciones
organicas podria no representar una mejora de la calidad del agua residual. Un enfoque
considerando DQO, pH, EPS y otros parametros relevantes como la absorbancia
(Lamssali et al., 2024), es esencial para una evaluacion completa de las BAL antarticas

en el tratamiento de aguas residuales.
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4.3.5. Analisis de exopolisacaridos (EPS)

La cuantificacion de la concentracion de EPS para las distintas condiciones evaluadas
se realiz6 mediante el método de DuBois. Los resultados de las concentraciones de EPS
para cada condicion se muestran en la Figura 4.6. El analisis estadistico arrojé que los
aislados presentaron distribucién no normal con diferencias significativas. Las diferencias

significativas entre tratamientos se presentan en la Tabla 4.4.
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Figura 4.6. Concentraciones de EPS producidas por diversas cepas de BAL antarticas y
sus controles. Valores expresados como promedio y barra de error corresponde a
desviacion estandar.

Tabla 4.4. Diferencias estadisticamente significativas (*) segun el test de U de Mann
Whitney entre los valores de EPS para las cepas antarticas y los controles.

Muestra Comparacion p-valor
P (P+S) 0,513
S 0,658

14 0,046 *

43 0,049 *

58 0,049 *
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Tabla 4.4 (continuacion)

157 0,049 *
171 0,049 *
P+S S 0,513
14 0,046 *
43 0,049 *
58 0,049 *
157 0,049 *
171 0,049 *
S 14 0,046 *
43 0,049 *
58 0,049 *
157 0,049 *
171 0,049 *
14 43 0,046 *
58 0,046 *
157 0,507
171 0,046 *
43 58 0,049 *
157 0,049 *
171 0,049 *
58 157 0,049 *
171 0,049 *
157 171 0,049 *

Los valores de EPS fueron considerablemente mas bajos en las muestras de medio purin
(P+S), purin solo (P) y suero de queso (S) en comparacion con el resto. La concentracion
mas alta de EPS se observo en la muestra 43 con un valor de 39,14 mg/L. Las cepas 14,
58, 157 y 171 presentaron concentraciones que variaron entre 18,22 mg/L y 34,80 mg/L.
Los valores son significativamente diferentes entre muestras (Tabla 4.5). Se puede
observar que las muestras P, S y P+S no presentan diferencias significativas entre ellas,
pero si las presentan con el resto de las muestras; estas ultimas arrojan un valor p <0,05
con las demas muestras, exceptuando a las muestras 14 y 157. Por lo que se desprende
gue las muestras para purin, suero de queso y medio purin tienen una cantidad de EPS

significativamente menor que las restantes. Sin embargo, aunque ambas proporcionan
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una relacion significativa, el valor de p estad al limite del umbral convencional de
significancia.

Analizar la produccion de exopolisacaridos en diversas muestras bacterianas ofrece
informacion valiosa sobre la capacidad de estos aislamientos para sintetizar compuestos
gue pueden incidir en su viabilidad y funcionalidad en entornos extremos como los de la
Antartida. Los promedios de productividad de EPS de las cepas aisladas en Pediococcus
pentosaceus son mas altos que el purin de cerdo y suero de queso. Las cepas
bacterianas presentan una cantidad de produccion de EPS notoria, lo cual es una
estrategia adaptativa que les facilita la viabilidad en condiciones adversas en las que
escasean los nutrientes y la presion extra de las condiciones del ambiente antartico
(Ibrahim et al., 2022).

Dentro de las cepas analizadas, Enterococcus faecium registré el valor de produccion de
EPS mas elevado, lo cual podria estar relacionada con la posibilidad que tiene esta cepa
en colonizar y sobrevivir en el sistema digestivo de aves marinas en donde enfrenta
condiciones adversas y nutrientes variados. Existen muchos beneficios asociados con
los EPS, sin embargo, la informacion sobre las propiedades de EPS secretados por E.
faecium es limitada y se fomentan mas estudios sobre su potencial biolégico. De Brito et
al., (2024) indican que E. faecium es capaz de generar EPS con alta estabilidad térmica,
actividad antioxidante contra los principales radicales libres y un efecto inhibidor contra
patdgenos, provocando la inhibicion y disrupcion de biopeliculas de microorganismos
patdgenos.

Por otro lado, las cepas de Pediococcus pentosaceus también mostraron una producciéon
importante de EPS. Estos valores varian de 18,22 mg/L para la cepa 14 hasta 34,80
mg/L para la cepa 171. Como se menciond anteriormente, estas variaciones pueden
depender de la fuente de aislamiento de la cepa. Las cepas aisladas de heces de
mamiferos e intestinos de peces antarticos pueden adquirir formas diferentes de
capacidad de produccion de EPS debido a condiciones especificas de su habitat. La
capacidad de produccion de EPS en estas bacterias puede estar relacionada con su

capacidad de fermentar carbohidratos y producir acido lactico. A su vez, esto también
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puede influir en la formacién de biofilms, lo que puede actuar como barrera contra
patdgenos. De esta manera, esta variabilidad resalta la capacidad de adaptacion de las
diferentes cepas al entorno antértico, contribuyendo con su supervivencia y
funcionamiento en el ecosistema extremo (lbrahim et al., 2022). Se han investigado
comunidades microbianas en ambientes hostiles y el rol crucial de los EPS, el cual es
critico para la adhesion de los extremofilos a las particulas y, o que es mas importante,
para proporcionar crioproteccion. Los EPS protegen la célula de condiciones adversas,
como las temperaturas extremas, la salinidad, la radiacién, los cambios en el pH y varios
otros factores medioambientales. La capa de EPS permite a los extremdfilos evitar los

efectos extremos de este medio adverso (lbrahim et al., 2022.

La produccion de EPS es un proceso influenciado por diversos factores, como el pH,
tiempo de fermentacién y disponibilidad de nutrientes. Se ha observado que un pH
Optimo, situado en torno a 5,5 a 6,5, favorece la actividad metabdlica de las BAL, lo que
resulta en una mayor produccion de EPS (Martha-Lucero et al., 2023). Por ejemplo,
Enterococcus faecium mostr6 una capacidad notable para acidificar el medio,
alcanzando un pH final de 5,61, lo que sugiere su potencial para la produccion eficiente
de EPS. El tiempo de fermentacion es otro factor, ya que un periodo prolongado
permitiria una mayor proliferacion de las bacterias y, en consecuencia, una mayor
sintesis de EPS. Sin embargo, es fundamental encontrar un equilibrio, ya que tiempos
excesivos pueden llevar a una disminucion en la calidad de los productos obtenidos
(Krishnan et al., 2016). Este estudio indic6 que las cepas de BAL pueden seguir
produciendo EPS durante 48 horas de fermentacién, lo que sugiere que se pueden
optimizar y/o extender estos tiempos para maximizar la produccion. Los resultados
indican que la adicion de suero de queso como fuente de carbono fue efectiva en la
produccion de EPS por Pediococcus pentosaceus y Enterococcus faecium, lo que
concuerda con otros estudios (Zhang et al., 2024). Estas bacterias, al metabolizar
azucares presentes en el suero, pueden generar EPS, lo que a su vez mejora sus
propiedades funcionales. Los EPS producidos no solo tienen un impacto en la industria

alimentaria, sino que también tienen aplicaciones tecnoldégicas en la formacion de
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biopeliculas. Estas biopeliculas son cruciales en el contexto del tratamiento de aguas
residuales, ya que actuan como barreras contra patégenos y ayudan a estabilizar los
cultivos bacterianos en entornos adversos (Camesasca et al.,, 2021). Ademas,
proporcionan proteccion frente a estrés osmaotico, permitiendo la viabilidad de las BAL en
efluentes agropecuarios, donde las concentraciones de nutrientes pueden variar
drasticamente (Bravo et al., 2020). Estos hallazgos no solo tienen implicaciones para la
biotecnologia y la industria alimentaria, sino que también ofrecen soluciones sostenibles
para la gestion de residuos y la mejora de la salud del suelo en préacticas agricolas (De
Jesus et al., 2024).

4.3.6. Analisis fisicoquimico del agua tratada

El analisis fisicoquimico de las muestras de purin y las cepas se presenta en la Tabla 4.5
Se observaron variaciones en la concentracion de los minerales y nutrientes en los

cultivos, indicando el potencial metabdlico de las cepas.

Tabla 4.5. Parametros fisicoquimicos para cepas de BAL antarticas fermentadas en
medio purin y criterios de calidad de agua segun la norma chilena NCh 1333.

No hay Riesgo Riesgo

Pardmetro P 14 43 58 157 171  riesgo medio alto
Conductividad 0.5-
eléctrica (dS/m) 13,17 10,96 11,68 11,8 11,94 11,99 0 ’75 0,75-3,0 >3,0

Nitratos (N-NO3)
(mg LY 2,66 2,15 3,14 2,49 2,66 2,41

Amonio (N-NHa) <50 50-300 >300
(mg LY 1.139  1.040 1.089 1.089 1.089 1.139

Fosforo (P-POa)
(mg LY 188,5 108,9 114,55 1050 110,6 130,3 - - -

Potasio (K*)
(mg L?) 530 740 730 710 760 640 - - -

Calcio (Ca?")
(mg LY 171 207 206 212 174 186 20-100 100-200 >200
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Tabla 4.5 (continuacion)

Magnesio (Mg?*)

(mg L) 91 41 40 36 37 54 <63 >63 -
Sodio (Na*)
(mg L) 680 510 550 590 630 510 <70  70-180  >180
Hierro (Fe?")
(mg LY 18,9 3,2 7,0 1,0 1,9 81 <02 0215 >15
Manganeso (Mn?*)
(mg L?) 0,7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 <0,1 0,1-1,5 >1,5
Zinc (Zn?)
(mg LY 15,2 4,6 5,1 5,8 5,0 48 200  >2,00 -
Cobre (Cu) (mg L) 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,20 >0,20 -

Se observan valores similares entre las distintas cepas respecto a los pardmetros
medidos. El purin difiere de los demas, mayoritariamente en conductividad eléctrica,
fésforo, potasio, magnesio, sodio, hierro, manganeso, zinc y cobre.

Las cepas presentaron una tendencia al decrecimiento en la conductividad eléctrica,
desde 13,17 dS/m del purin hasta 10,96 dS/m, lo que sugiere asimilacion de sales y
nutrientes por bacterias acido lacticas adaptadas a ambientes extremos en la Antéartida.
El nitrato present6 variaciones respecto al purin, sugiriendo limitada asimilaciéon y una
posible preferencia de fuentes de nitrdgeno mas reducidas. El amonio se mantuvo en
todas las muestras. El fésforo disminuyd, en especial para P. pentosaceus (58),
sugiriendo una considerable capacidad de asimilacion de fosforo por esta cepa. El potasio
y calcio aumentd su concentracion en los tratamientos con BAL. El hierro fue bajo en
todas las cepas, el cual fue notorio respecto a la cantidad presente en el purin, mostrando
niveles bajos. El zinc también redujo su concentracion en las cepas, principalmente para
la cepa 14. Los resultados sugieren que las cepas Pediococcus pentosaceus y
Enterococcus faecium, aislados de fuentes antéarticas, presentaron capacidades
diferenciadas para la asimilacion de minerales y nutrientes del medio; probablemente
debido a su fuente de origen. Debido a que estos minerales son limitados alli, las cepas

presentaron una capacidad metabdlica para la adquisicion de los primeros. La capacidad

167



de las bacterias para modificar la composiciéon mineral del purin demuestra su potencial
de aprovechamiento de residuos agroindustriales, incrementando su valor como
biofertilizantes. Durante la fermentacion, las BAL pueden modificar la disponibilidad de
estos nutrientes a través de procesos metabdlicos como la acidificacion del medio, la
asimilacion parcial de ciertos compuestos y la generacion de metabolitos secundarios.
Por ejemplo, la disminucién en las concentraciones de fosforo tras la fermentacion puede
estar relacionada con su integracién en biomasa microbiana o su transformacién a formas
mas biodisponibles. La bioconversion de residuos es necesaria para una gestion eficaz
de los desechos y el establecimiento de una economia circular. Dahiya et al. (2018),
concluyeron que los biofertilizantes derivados del purin de cerdo contienen nutrientes
esenciales para los cultivos agricolas, reduciendo o reemplazando la utilizacion de
fertilizantes sintéticos, contribuyendo con la bioeconomia agricola (Magri et al., 2019).

En Chile, la norma chilena NCh 1333 establece los criterios para la calidad del agua,
especificando limites para pardmetros como nitratos, amonio y conductividad eléctrica.
La reutilizacion de aguas residuales adecuadamente tratadas reduce la demanda de
fuentes de agua dulce, y ademas minimiza la carga contaminante en cuerpos de agua
receptores, promoviendo una gestion mas responsable de los recursos hidricos. Segun
la FAO (2020), la utilizacion de agua residual puede ser una estrategia clave para la
adaptacién al cambio climatico, lo que pone en evidencia la relevancia de este estudio en
el contexto actual. Sin embargo, es importante realizar analisis continuos de la calidad
del agua tratada para asegurar la conformidad con las normativas establecidas, como las
pautas de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés), que
enfatizan la importancia de evaluar no solo los parametros fisicoquimicos, sino también
la presencia de contaminantes emergentes y su impacto potencial en la salud humana 'y
el medio ambiente (EPA, 2021). Se observo que los valores obtenidos para cada aislado
y el control se mantenian por encima de los limites permisibles establecidos en la norma
chilena NCh 1333. Sin embargo, dado que se planea trabajar con diluciones para su uso
en fertirriego, estos valores se ajustarian considerablemente, cumpliendo asi con lo

indicado por la normativa. Es importante destacar que los niveles de nitratos en el agua
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tratada se alinean con el criterio que establece que no hay riesgo en su utilizacion, incluso
sin necesidad de dilucion. Esto sugiere que el agua es segura para el riego, asegurando
que no se generaran efectos negativos en los cultivos o en el suelo. La posibilidad de
diluir el agua tratada a un nivel que cumpla con las regulaciones pertinentes no solo
optimiza su uso, sino que también promueve practicas agricolas mas sostenibles. El purin
mostro diferencias marcadas en su composicion mineral, especialmente en conductividad
eléctrica, fésforo, potasio, magnesio, sodio, hierro, manganeso, zinc y cobre. Estos
resultados pueden atribuirse a que las cepas, adaptadas a ambientes extremos han
logrado asimilar eficazmente sales y nutrientes, lo que es indicativo de su capacidad
metabdlica (Zayed et al., 2023). La variacion en la conductividad eléctrica indica que las
bacterias han utilizado los nutrientes presentes en el medio. Ademas, el comportamiento
observado en el nitrato, con variaciones que apuntan a una asimilacion limitada, sugiere
que las cepas prefieren formas de nitrdgeno mas reducidas, lo que también es un
indicativo de su adaptaciéon metabdlica (Yang et al., 2020). El uso de suero de queso en
polvo como fuente de carbono proporciona un medio adecuado para el crecimiento de
las BAL, potenciando también su actividad bioldgica, permitiendo que cepas como
Pediococcus pentosaceus asimilen fosforo, como se evidencia en la disminucién de este
nutriente durante el proceso (Shen et al., 2019). La fermentacion lleva a la acidificacion
del medio y a la generacion de metabolitos secundarios, lo que mejora la disponibilidad
de nutrientes. Estas transformaciones son fundamentales para una gestion eficaz de los
desechos y la promocion de una economia circular sostenible (Dahiya et al., 2018; Magri
et al., 2019).

4.3.7. Analisis microbioldgico del agua tratada

En cuanto a la caracterizacion microbioldgica el purin solo a tiempo inicial presenté un
valor medio de E. coli de 5,01+0,24 Log UFC mL™ de acuerdo los analisis realizados en
triplicado. Respecto a la viabilidad celular de las cepas (Tabla 4.6), la cepa 43 mostro el
mayor aumento, pasando de 8,00 a 9,85 Log UFC mL™, con una desviacion estandar

baja (£ 0,18), lo que indica una mayor consistencia en el crecimiento de esta cepa. Las

169



otras cepas también mostraron aumentos en la viabilidad, con la cepa 14 mostrando un
incremento de 7,98 a 8,86, y la cepa 171 un incremento de 7,48 a 8,63 Log UFC mL™.
Los aislados presentaron una distribucién normal, con homocedasticidad y diferencias
significativas a las 0 horas, para los coliformes y para la presencia de E. coli (Tabla 4.6).
A las 48 horas no se registraron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 4.6. Andlisis microbiologico durante el proceso de fermentacion de BAL en medio
purin. Valores corresponden a promedio con su respectiva desviacién estandar (n=3).

Viabilidad 0 h Viabilidad 48 h Coliformes E. coli

Aislado (LogUFC mL?)  (Log UFC mL%) (Log UFC mL?Y)  (Log UFC mL%)

14 7,98 +0,48 8,86 + 0,90 5,35+0,82 4,70 + 0,30
43 8,00 + 0,48 9,85+0,18 8,05+ 0,85 0

58 7,80 £ 0,49 8,72 £ 0,67 5,81+0,81 5,57 +£0,49
157 7,68 +0,61 8,74 + 0,56 544 +0,61 5,00 +0,32
171 7,48 + 0,55 8,63 + 0,67 5,60 + 0,65 4,88 + 0,40

Tabla 4.7. Comparacion estadistica con diferencia significativa (*) segun test de Tukey
HSD para la viabilidad a 0 horas, coliformes y E. coli.

0 horas Coliformes E. coli
Muestra Comparacién pvalor Muestra Comparacién P Muestra Comparacion

valor valor

14 43 0,944 14 43 1,000 14 43 0,794
58 0,006* 58 0,595 58 0,000*

157 0,000* 157 0,677 157 0,878

171 0,000* 171 0,366 171 0,995

43 58 0,002* 43 58 0,112 43 58 0,000*
157 0,000* 157 0,018* 157 0,311

171 0,000* 171 0,028* 171 0,590
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Tabla 4.7 (Continuacion)

58 157 0,256 58 157 0,138 58 157 0,000*
171 0,005* 171 0,397 171 0,000*
157 171 0,152 157 171 0,555 157 171 0,978

En general, las variaciones entre la viabilidad inicial y a las 48 horas fueron moderadas,
lo que sugiere un crecimiento adecuado en todos los casos. En cuanto a los coliformes
totales, la cepa 43 mostré la mayor cantidad de coliformes con un valor de 8,05 + 0,85
Log UFC/mL, seguida de la cepa 171 con 5,60 = 0,65 Log UFC/mL. Las cepas 14, 58 y
157 mostraron valores intermedios, con 5,35 + 0,82, 5,81 + 0,81 y 5,44 + 0,61 Log
UFC/mL, respectivamente. Es importante resaltar que la cepa 43, ademas de tener la
mayor cantidad de coliformes, mostré nula presencia de E. coli, lo que podria indicar una
diferente capacidad de inhibir este patdgeno en comparacién con las otras cepas.
Finalmente, en lo que respecta a Escherichia coli, la cepa 43 fue la Unica que no presento
ninguna cantidad detectable de esta bacteria, con un valor 0 Log UFC/mL. Las otras
cepas mostraron niveles detectables de E. coli, siendo la cepa 58 la que presento el valor
mas alto con 5,57 = 0,49 Log UFC/mL. La cepa 171 present6 un valor de 4,88 + 0,4 Log
UFC/mL, mientras que la cepa 14 mostré 4,7+ 0,30 Log UFC/mL. La cepa 157, por su
parte, presentd 5,00+0,32 Log UFC/mL.

La cepa 43 fue la que mas se destacé debido a su elevada densidad de colonias viables
en comparacion con las demas cepas ensayadas. Eso podria ser explicado por su origen
aislado de las heces de petrel antartico. Debido a que las heces son un compartimento
biolégico con alta carga microbiana, es posible que, al cultivarse en ese ambiente, haya
desarrollado mecanismos de supervivencia mas resistentes. Por otro lado, su eficacia
para inhibir la presencia de Escherichia coli y otros coliformes fecales podria deberse
también a la produccion de bacteriocinas u otros metabolitos antimicrobianos, lo que
resulta beneficioso no solo para la viabilidad de la cepa, sino que también disminuye la
presencia concurrente de patdogenos. Esta respuesta muestra su potencial biotecnologico
para su aplicacion en sistemas de biorremediacion y mejora de la calidad microbiologica

de desechos liquidos.
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La ausencia de E. coli en la cepa 43 podria reflejar una actividad antagonista o un efecto
inhibitorio de esta cepa sobre dicho patégeno, lo cual es relevante desde el punto de vista
de seguridad alimentaria y biorremediacion. Ademas, concuerda con los resultados en el
ensayo de actividad antimicrobiana de este capitulo, donde se obtuvo que E. faecium
presenta fuerte inhibicion contra este patégeno. En general, estos resultados destacan el
potencial de las cepas antarticas para sobrevivir y proliferar en condiciones de cultivo
especificas, mostrando ademas algunas caracteristicas de inhibiciobn selectiva de
microorganismos indeseables, lo que sugiere aplicaciones en procesos de fermentacion
y control de patdgenos, ademas de potencial probiético. En porcicultura, los géneros
probidticos incluyen a Pediococcus y Enterococcus (Vieco-Saiz et al., 2019). Estos se
utilizan en todas las etapas de la crianza de cerdos, desde lechones hasta cerdos en
crecimiento y finalizacion (Barba-Vidal, et al., 2019). Joysowal et al. (2018), estudiaron el
efecto de un probidtico de Pediococcus sobre el crecimiento, la digestibilidad de los
nutrientes, el estado de salud, la calidad de la carne y la morfologia intestinal en cerdos,
mejorando el rendimiento de crecimiento. Es necesario para la porcicultura mantener un
tracto gastrointestinal saludable y contar con una estrategia para combatir enfermedades
causadas por enteropatégenos, esto permitiria una mejor digestion y absorcion de
nutrientes (Liao y Nyachoti, 2017).

Las variaciones en los pardmetros reflejan el tratamiento con bacterias &cido lacticas.
Dichos cambios, ademas de estar relacionados con la mejora de la calidad del agua, se
relacionan con variables funcionales como lo son el crecimiento bacteriano, la produccién
de EPS y reduccion de patdgenos. Enterococcus faecium mostr6é una notable capacidad
de crecimiento y viabilidad, reduciendo la carga microbiana, incluyendo la eliminacion de
Escherichia coli (Tabla 4.6). Este efecto se atribuye a la produccion de metabolitos
antimicrobianos y la capacidad para del aislado para metabolizar compuestos organicos
complejos, lo que se relaciona con una mejora en los parametros del agua tratada (Bravo
et al., 2020; Akpoghelie et al., 2025). La produccion de EPS, como se observé en los
resultados, influye en la calidad del agua. E. faecium, produjo mas cantidad de EPS, que

mejora la estabilidad microbiana, contribuyendo a la formacion de biopeliculas como fue
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previamente mencionado (lbrahim et al., 2022; Kaur y Dey, 2023). La capacidad de estas
bacterias para generar EPS en un medio complejo como el purin de cerdo resalta su
potencial para la remediacién de aguas residuales. Por otra parte, la reduccion de
patégenos, evidenciada en el ensayo de actividad antimicrobiana, muestra la eficacia de
las BAL en la inhibicion de microorganismos dafinos, lo cual es fundamental para mejorar
la calidad del agua tratada y permitir su uso en fertirriego (Rahmeh et al., 2020; Hu et al.,
2021). La combinacion de estos factores da cuenta de que los cambios observados son
atribuibles principalmente a la actividad biolégica de las BAL.

Una de las limitaciones que se presentd en este estudio es la falta de un control que
utilice purin sin tratar. Esto es importante porque sin este grupo de comparacion, es dificil
apreciar de manera clara el verdadero efecto que las bacterias tienen en la calidad del
agua, por lo que es esencial considerar la inclusion de controles adecuados en
investigaciones futuras. Esto no solo enriqueceria el analisis, sino que también permitiria
obtener conclusiones mas robustas.

Las bacterias &cido lacticas han ganado interés en el area de la microbiologia,
especialmente por su aplicacion en la alimentacion animal. Estas bacterias son
reconocidas por su habilidad para inhibir el crecimiento de patégenos, influir de manera
positiva en la microbiota gastrointestinal y fortalecer el sistema inmunoldgico, lo que las
transforma en probidticos altamente valorados (Casarotti et al., 2017). La especificidad
en funcion de la cepa vislumbra la necesidad de buscar nuevas variedades, sobre todo
aguellas que provienen de entornos singulares. En lo que se refiere a calidad del agua,
se evidencia que la acidificacion es un factor determinante en la eliminacién de
contaminantes (Marchwinska y Gwiazdowska, 2021). Las BAL, mediante la produccién
de acidos orgéanicos, no solo ayudan a bajar el pH del medio, sino que también crean un
ambiente desfavorable para el crecimiento de microorganismos patdgenos. Este
mecanismo de acidificacién permite a las BAL competir con éxito por los recursos en un
entorno que, de otra manera, podria ser dominado por bacterias patégenas (He et al.,
2019). Por tanto, la produccion de acido lactico no solo actia como un mecanismo

defensivo contra los patdgenos, sino que también fomenta el crecimiento de las BAL al
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crear un contexto mas favorable para su desarrollo (Sirichokchatchawan et al. 2018). Otro
aspecto clave que resalta en los estudios sobre BAL es la competencia por nutrientes. La
habilidad de estas bacterias para aprovechar eficientemente los recursos disponibles,
como carbohidratos y proteinas, les permite no solo multiplicarse, sino también suprimir
a otros microorganismos no deseados (De Souza et al. 2019). En cuanto a EPS, estos
compuestos no solo ayudan en la formacion de biopeliculas que estabilizan las
comunidades microbianas, sino que también aumentan la capacidad de adhesion y
colonizacion de las BAL. De esta forma, estas bacterias poseen potencial gracias a su
capacidad de acidificacion, competencia por nutrientes y produccion de compuestos
beneficiosos.

La relacion entre el pH y la temperatura radica en que estas bacterias, al producir &cidos
organicos durante su metabolismo contribuyen a la disminucion del pH del medio,
creando un entorno hostil para patégenos, los cuales también poseen una sensibilidad a
cambios en la temperatura (Marchwinska y Gwiazdowska, 2021). Algunos estudios han
indicado que la viabilidad de las BAL mejora en condiciones de baja temperatura, lo que
sugiere que el almacenamiento y la manipulacion de estas cepas debe considerar estos
factores para maximizar su efectividad (Ren et al., 2019). Ademas, la capacidad de estas
bacterias para adaptarse a diferentes pH y temperaturas es crucial para su aplicacion en
la alimentacion animal y en procesos de bioconversion, donde la estabilidad y actividad
funcional son esenciales para obtener resultados 6ptimos en la mejora de la salud animal

y la calidad del agua tratada (He et al., 2019; Sirichokchatchawan et al., 2018).

4.3.8. Ensayo de fitotoxicidad

El indice de germinacion de las semillas de Raphanus sativus expuestas a diferentes
tratamientos, mostré variaciones entre los grupos (Figura 4.7). El tratamiento con purin
obtuvo un indice de germinacion de 56,36%, mientras que el tratamiento con purin tratado
por UV (P UV) present6 un valor de 53,55%. Por otro lado, el tratamiento con purin tratado
con suero esterilizado (P+S) mostré el indice de germinacion mas bajo, con un 46,39%.

En cuanto a las cepas de BAL, las muestras 14, 58, 157 y 171 mostraron indices de
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germinacion de 62,18%, 83,81%, 82,17% y 80,04%, respectivamente. De los
tratamientos aplicados, la cepa 43 presentd diferencias estadisticamente significativas
con todos los tratamientos (Tabla 4.8), y ademas present6 el indice de germinacion mas
alto, con un 109,46%, ademas del mayor crecimiento radicular (Figura 4.8) seguido por
las cepas 58, 157y 171.
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Figura 4.7. indices de germinacion para semillas de R. sativus sometidas a ensayo con
medio purin fermentado con BAL antartica.
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Figura 4.8. Longitud radicular para cada tratamiento fermentado con aislado de BAL
antartica. Valores corresponden a la media con la desviacion estandar (n=3).

Tabla 4.8. Comparacién estadistica con diferencias significativas (*) segun test de U de
Mann Whitney entre los valores crecimiento radicular para aislados antarticos y los
controles.

Muestra Comparacién  p-valor
Purin 0,000 *
P UV 0,000 *
P+S 0,000 *
c | 14 0,002 *
ontro 43 0,051
58 0,069
157 0,050
171 0,041 *
P UV 0,659
P+S 0,338
14 0,263
Purin 43 0,000 *
58 0,001 *
157 0,002 *
171 0,004 *
P UV P+S 0,641
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Tabla 4.8 (continuacion)

14 0,137
43 0,000 *
58 0,000 *
157 0,000 *
171 0,001 *
14 0,042 *
43 0,000 *
P+S 58 0,000 *
157 0,000 *
171 0,000 *
43 0,000 *
58 0,053
14 157 0,116
171 0,145
58 0,000 *
43 157 0,000 *
171 0,000 *
157 0,522
>8 171 0,495
157 171 0,910

Enterococcus faecium podria producir metabolitos o modificar el medio de manera que
favorezca la germinacion y el crecimiento de las radiculas, lo cual es consistente con el
perfil de E. faecium en otros estudios, donde se ha observado que puede contribuir a la
mejora de la calidad de sustratos. Las cepas de Pediococcus pentosaceus presentaron
una variabilidad en la producciéon de compuestos que influyen en el crecimiento de las
plantas segun la fuente de aislamiento. En conjunto, estos resultados sugieren que
algunas cepas de origen antartico pueden tener un efecto benéfico en la reduccién de la
fitotoxicidad del purin y podrian ser Gtiles en la biorremediacion y bioestimulacion del
crecimiento de plantas en suelos tratados con desechos animales. Existen estudios que
sostienen que algunas cepas de BAL son candidatas prometedoras como
biorremediadoras de diversos tipos de agua residual (Saxena et al., 2020; Sreedevi et al.,
2022; Liagat et al., 2023; Lejri et al., 2024). EIl fertirriego con BAL antartica podria
posicionarse como una alternativa sostenible en la agricultura, ya que se evidencia que

estas cepas afectan la calidad quimica de los sustratos y la biodisponibilidad de los
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nutrientes. Es necesario estudiar mas a fondo los metabolitos especificos producidos por
cada cepa y su mecanismo de accidn, si bien estos resultados son preliminares,
establecen una base para futuras investigaciones sobre el tema.

El indice de germinacion (IG) es el parametro de fitotoxicidad que se emplea
mayoritariamente para evaluar la toxicidad en plantas. Para respaldar la afirmacion de
gue el producto de fermentacion no genera efectos fitotdxicos, se debe considerar
previamente normativas que regulan la seguridad de los productos utilizados en la
agricultura. No se encontr6é un valor umbral de IG para agua residual tratada en la
normativa nacional, aunque la Norma Chilena NCh 2880, que establece requisitos para
el compost, indica que el producto final debe cumplir con tolerancias especificas a
microorganismos patégenos, como coliformes fecales y Salmonella, lo que asegura que
el compost y sus aditivos sean seguros para el uso agricola. Ademas, el compost debe
ser evaluado en términos de su madurez y calidad, asegurando que no contenga niveles
perjudiciales de metales pesados ni organismos patdégenos que puedan afectar
negativamente el crecimiento de las plantas. El proceso de compostaje, al ser aerdbico y
controlado, permite la pasteurizacion del producto, lo que minimiza la presencia de
microorganismos dafiinos (NCh 2880). Investigaciones previas también respaldan estos
hallazgos, ya que estudios han demostrado que el uso de ciertas cepas de
microorganismos en compost no solo es seguro, sino que puede promover un crecimiento
saludable en las plantas y mejorar la calidad del suelo (FAO, 2023).

Algunos autores, como Zucconi et al. (1981), Varnero et al. (2006) y Parra-Orobio (2021)
sefialan que el IG entrega una vision que integra el porcentaje de germinacién y el
crecimiento relativo de las raices. En muchos paises se ha introducido este término para
evaluar la calidad del tratamiento aplicado (Da Ros et al., 2018). Segun Zucconi et al.
(1981), un IG =2 80% indica a ausencia de sustancias que puedan considerarse fitotoxicas
0 una muy baja concentracion de ellas; un IG < 50% sefiala una fuerte presencia
sustancias fitotoxicas, mientras que valores entre 50% y 80% son indicadores de una
presencia moderada. Segun los resultados, el aislado 43 (E. faecium) alcanzé

aproximadamente un 110% de IG, superando el umbral del 80% establecido por Zucconi
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et al. (1981). Esto indica que no hay sustancias fitotoxicas presentes en concentraciones
significativas en este tratamiento. En este estudio se realizé la correlacion de Spearman
(para datos no paramétricos), obteniendo una correlacion positiva (0,857) entre el IG y la
produccion de EPS, por lo que hay una relacién consistente entre ambas variables. Esto
implica que los EPS podrian estar contribuyendo de manera beneficiosa al crecimiento
de las plantas. Esta relacién podria contribuir a que se esté facilitando la absorcién de
nutrientes o creando mejores condiciones en el sustrato donde se siembran las semillas.
Con el valor obtenido en el IG de la cepa 43, se puede interpretar un efecto positivo en el
desarrollo de las semillas, lo que representa un hallazgo significativo en la investigacion
sobre el uso de estos microorganismos para mejorar los suelos y promover practicas
agricolas méas sostenibles. Asi, se tiene se concluye que la cepa de mayor indice de
germinacion, ademas de ser segura, tiene el potencial de ser aplicada en practicas de
valorizacion agricola, contribuyendo a un manejo mas sostenible de los recursos

naturales.

4.4. Conclusiones

Los resultados de esta investigacion podrian sustentar un cambio de paradigma en las
practicas de gestion de residuos en la industria agropecuaria, impulsando nuevas
tecnologias limpias, acoplandose a las técnicas ya utilizadas, ademas de contribuir con
una economia circular. Para la industria, el uso de bacterias lacticas en la fermentacion
de purines representa una solucion eficiente para reducir la carga microbiana patdégena,
estabilizar nutrientes esenciales y disminuir la toxicidad de los residuos. Lo anterior,
puede traducirse en una solucién nutritiva organica utilizada en fertirriego de bajo costo
y alta calidad, reduciendo la dependencia de insumos quimicos y mejorando la
rentabilidad. Ademas, la biodisponibilidad de la carga organica en los purines minimiza la
probabilidad de generar impactos ambientales negativos por los patégenos, vectores y
eutrofizacion y promueve una imagen mas responsable y sostenible de la actividad

agropecuaria.
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La sintesis de los experimentos marca diferencias entre el desempefio de las cinco cepas,
considerando su especie y valor nutricional. Enterococcus faecium (43), fue la mejor
productora de exopolisacaridos, superando a las demas cepas en un 50%, con capacidad
antimicrobiana contra E. coli, considerandose un buen candidato para la biotecnologia en
el sector porcino. Enterococcus faecium (43) fue la mas viable, inhibidora de E. coli, con
un rendimiento que fue 1,5 veces superior al de las cepas menos efectivas en términos
de viabilidad microbiana, constituyéndose como una buena opcion para usar el control
microbioldgico en purin.

Enterococcus faecium y Pediococcus pentosaceus mostraron un rendimiento
sobresaliente en la produccion de EPS, alcanzando concentraciones de 39,14 y 34,8
mg/L respectivamente, lo que resalta su potencial como formadores de biopeliculas. En
lo que respecta a la demanda quimica de oxigeno (DQO), la cepa 14 de P. pentosaceus
presentd el valor mas alto, con 9.600 mg/L, lo que indica su habilidad para degradar
compuestos organicos complejos y dejarlos biodisponibles. E. faecium mostré una DQO
de 8.800 mg/L, lo que evidencia su eficacia en la asimilacion de materia organica. Estas
variaciones en la DQO reflejan diferencias en la actividad metabdlica de cada aislado,
aspectos importantes a considerar para la optimizacion de los procesos de tratamiento
de aguas residuales. En el analisis microbiolégico del agua tratada, se observo que E.
faecium no present6 E. coli detectable, sefialando su potencial en el control biolégico de
patogenos en los efluentes. Ademas, la cepa 43 mostré un efecto sobresaliente en el
indice de germinacién de semillas de rabano, lo que sugiere que su uso no solo ayuda a
reducir la carga organica y mejora la calidad del agua tratada, sino que también favorece
el crecimiento de las plantas. En conclusion, las cepas analizadas no solo se destacaron
en la produccién de EPS y el aumento de la biodisponibilidad de nutrientes, sino que
también demostraron un rendimiento superior en la inhibicion de patdgenos y en el
fomento del crecimiento de las plantas.

En particular, Pediococcus pentosaceus, tuvo resultados promedios en casi todos los
pardmetros, destacando su utilizaciéon de nutrientes. Los aislados 157 y 58 tuvieron

valores mas bajos en antimicrobianos y exopolisacaridos, subrayando una aplicabilidad
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muy especifica. Este marco experimental apoya la necesidad de seleccion de cepas con
caracteristicas apropiadas para producir los maximos sobre esta manipulacion de
residuos y también proporciona un fundamento para la investigacién futura en relacion
con la optimizacion de explotacion de estos conceptos.

Cuando los desechos tratados se incorporan al suelo como biofertilizantes, se cierra el
ciclo de nutrientes, lo que mejora su calidad y promueve la captura nutritiva. Este enfoque
también permitiria reducir las emisiones de gases de efecto invernadero, como metano y
amoniaco, relacionadas con el almacenamiento y la gestién inadecuados del purin. En
resumen, la interseccion de la ciencia ambiental, la biotecnologia y la microbiologia
antartica proporciona beneficios no solo para la industria, sino también al medio
ambiente, en un esfuerzo por instaurar un futuro mas sostenible y eficiente.

La hipotesis plantea que las cepas de bacterias acido lacticas aisladas de ambientes
antarticos pueden mejorar el tratamiento de aguas residuales porcinas, incrementando la
biodisponibilidad de nutrientes y favoreciendo la produccion de exopolisacaridos. Entre
los logros destacados, se encuentra la capacidad de cepas como Enterococcus faecium
y Pediococcus pentosaceus para desarrollarse en esta agua residual compleja. Esto
sugiere que estas bacterias son efectivas en la hidrélisis de compuestos complejos,
incrementando la biodisponibilidad de nutrientes. Asimismo, la produccion de
exopolisacéridos implica que estas cepas pueden contribuir a la formacién de
biopeliculas, lo que mejora la estabilidad del sistema microbiano y garantiza su viabilidad
en condiciones desafiantes. Es fundamental considerar las limitaciones que podrian influir
en esta hipotesis. Aunque los resultados son alentadores, la variabilidad en la eficacia de
las cepas en distintas condiciones de tratamiento puede ser un punto a tener en cuenta.
Las diferencias en los valores de DQO y en la produccion de exopolisacaridos entre las
cepas indican que no todas tienen el mismo potencial, lo que podria complicar la
estandarizacion del proceso a nivel industrial. Ademas, aunque la ausencia de E. coli en
algunas cepas es un dato positivo, también genera dudas sobre su capacidad para
competir con otros microorganismos en un entorno de tratamiento real, donde la

diversidad microbiana es considerable, por lo que considerar el tratamiento con un
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consorcio microbiano es un factor a tener en cuenta. Otros parametros como la
temperatura y el pH también pueden afectar la actividad de estas cepas, limitando su
aplicabilidad a mayor escala. Aunque los logros alcanzados respaldan la hipétesis y
muestran un gran potencial para estas cepas de bacterias acido-lacticas en el tratamiento
de aguas residuales porcinas, es esencial abordar las limitaciones identificadas, ya que
la variabilidad en su rendimiento y las condiciones de aplicacion deben ser evaluadas

para validar su uso como biofertilizantes en un contexto agricola mas amplio.

En el alineamiento de las conclusiones del Capitulo IV con los objetivos de la tesis, es
preciso visualizar como los resultados obtenidos se vinculan con cada uno de ellos.

Primeramente, en relacién con el objetivo especifico OE2, que busca evaluar el potencial
de los aislados bacterianos para la recuperacion y aprovechamiento de nutrientes
presentes en aguas residuales porcinas, se concluye que, aunque no se logré una
recuperacion de nutrientes en el sentido estricto, si se evidencié un aprovechamiento de
estos, ya que estaban incluidos en el agua tratada. Esto indica que las cepas de BAL
pueden mejorar la calidad del agua, lo que representa un potencial valioso para la gestion
de purines. Respecto al objetivo OE3, que se centra en caracterizar los aislados
bacterianos en funcidon de su posible aplicacion como biofertilizante, se identifico el
aislado 43 (Enterococcus faecium) que presenté un indice de germinacion superior al
100%. Este hallazgo no solo respalda la viabilidad de utilizar estos aislados como
biofertilizantes, sino que también resalta su capacidad para fomentar el crecimiento de

las plantas y su efectividad en el &mbito agricola.
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CAPITULO V: Discusién general

La investigacion sobre aislados de bacterias acido lacticas provenientes de la Antartica
ha revelado un potencial en el tratamiento de purines de cerdo, destacando su capacidad
para degradar materia organica compleja y su funcionalidad en la generacién de
metabolitos bioactivos que pueden mejorar la calidad del agua que se someta a este
tratamiento. A lo largo de los ensayos experimentales, se observaron diferencias en el
rendimiento de las cepas estudiadas, en particular Pediococcus pentosaceus y
Enterococcus faecium. En el ensayo de crecimiento en medio purin, las cepas 14 (P.
pentosaceus), 43 (E. faecium), 58 (P. pentosaceus), 157 (P. pentosaceus) y 171 (P.
pentosaceus) mostraron capacidad acidificante y produccion de biomasa, destacandose
la cepa 43 por su menor pH y mayor absorbancia, lo que indica un entorno relativamente
favorable para su crecimiento, sugiriendo una mayor efectividad en aplicaciones
biotecnolégicas. En cuanto a la actividad antimicrobiana, las cepas variaron en su eficacia
contra patégenos, siendo la cepa 171 la que sobresalio en la inhibicién de S. enterica,
mientras que la cepa 58 mostré una menor actividad, lo que sugiere que la adaptacion a
los ambientes de aislamiento influyd en su capacidad para producir metabolitos
antimicrobianos. Ademas, todas las cepas presentaron niveles de hidrofobicidad
superiores al 84%, indicando su potencial para adherirse a superficies no polares, lo cual
es ventajoso en entornos donde la competencia microbiana es intensa. En el analisis de
la demanda quimica de oxigeno (DQO), la cepa 14 mostr6 la mayor DQO, lo que sugiere
una alta capacidad para degradar materia organica compleja, permitiendo
biodisponibilizar los nutrientes del medio. La produccion de exopolisacaridos también
vario entre las cepas, siendo la cepa 43 la mas productiva, lo que demuestra su capacidad
para sintetizar compuestos que inciden en su viabilidad en ambientes extremos y que
pueden influir en la formacion de biofilms, relevantes para el tratamiento de efluentes. En
el andlisis fisicoquimico del agua tratada, se observaron variaciones en la concentracion
de minerales, indicando capacidades diferenciadas para asimilar nutrientes, lo que es
crucial para su efectividad como biofertilizantes. En el analisis microbioldgico, la cepa 43

destaco por su capacidad de inhibir E. coli, sugiriendo un potencial significativo en el
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control de patdgenos en sistemas de biorremediacion. Finalmente, el ensayo de
fitotoxicidad revel6 que la cepa 43 presentd el indice de germinacién mas alto, lo que
sugiere que puede tener un efecto positivo en el crecimiento de plantas.

El uso de purin como matriz modelo en la aplicacion de BAL presenta varios sesgos y
limitaciones. Una de ellas es la variabilidad en la composicion del purin, la cual puede
influir en los resultados. El purin de cerdo es un residuo heterogéneo que contiene
distintos niveles de materia organica, nutrientes y microorganismos, lo que puede generar
resultados inconsistentes en los ensayos de fermentacion y biorremediacion (L6pez-
Sanchez et al., 2022). Ademas, puede tener diferentes concentraciones de
contaminantes y compuestos toxicos, lo que puede afectar la actividad metabdlica de las
cepas de BAL y limitar su eficacia en el tratamiento (Tortajada, 2021). Esta complejidad
podria indicar que los resultados a escala laboratorio pueden no ser representativos de
lo que se encontraria en condiciones de campo.

Otro aspecto relevante es la falta de regulacion en el uso de bacterias no registradas en
entornos productivos. La aplicacion de BAL aisladas de ambientes antarticos plantea
desafios regulatorios significativos, especialmente en lo que respecta a la seguridad
alimentaria y la salud publica. Las cepas de bacterias que no estan registradas pueden
deben someterse a los procesos de evaluacion de riesgos que garantizan su seguridad
en aplicaciones agricolas (Jiang et al., 2019). Esto genera incertidumbre en entornos
donde podria haber un impacto en el medio ambiente. Por otra parte, su introduccion en
nuevos entornos podria llevar a interacciones imprevistas con las comunidades
microbianas locales, alterando los ecosistemas.

La introduccibn de microorganismos no nativos en un habitat puede provocar
desequilibrios ecologicos, lo que es una preocupacion legitima en el contexto de la
biotecnologia aplicada (Krishnan et al., 2016). En cuanto a antecedentes en el mundo, el
uso de BAL provenientes de ambientes extremos, como la Antartica, ha sido objeto de
interés en diversas investigaciones. Sin embargo, estos estudios son todavia limitados.
En el contexto chileno, la investigacion sobre el uso de BAL antarticas es algo reciente,

aunque se ha comenzado a explorar su potencial en el tratamiento de residuos
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agropecuarios y en la produccién de biofertilizantes (Hualpa-Cutipa et al., 2022). A nivel
global, se han realizado estudios que destacan las propiedades Unicas de estas bacterias
en la biorremediacion y la produccion de metabolitos bioactivos, pero el uso préactico en
aun esta en fase exploratoria (Daba et al., 2021). Asi, aunque las BAL antarticas
presentan un gran potencial para la biotecnologia, su aplicacion a escala debe ser
abordada de manera precavida. La investigacion futura debera enfocarse en la
evaluacion de estas cepas, garantizando su seguridad y eficacia antes de considerar su

implementacion en entornos productivos.

La hipétesis planteada, la cual indica que la aplicacién de cepas de bacterias acido
lacticas aisladas de ambientes antarticos en el tratamiento de aguas residuales porcinas
incrementa la biodisponibilidad de nutrientes, ha sido evaluada criticamente a lo largo del
Capitulo IV. A partir de los resultados obtenidos, se puede afirmar que la hipétesis no
puede ser rechazada. Se encontrd un respaldo significativo en los datos recopilados que
valida esta afirmacion. Los experimentos realizados indican que cepas de BAL,
especialmente Pediococcus pentosaceus y Enterococcus faecium, mostraron una
notable capacidad para aumentar la biodisponibilidad de nutrientes. En particular, la cepa
14 mostré la mayor DQO, lo cual sugiere una alta capacidad para degradar compuestos
organicos complejos presentes en el purin. Esto se asocia directamente con la
recuperacion de nutrientes, como nitratos y fosfatos, que son esenciales para el
crecimiento vegetal. Los analisis fisicoquimicos también evidenciaron cambios en la
concentracion de estos nutrientes, corroborando la hipétesis de que las BAL optimizan la
biodisponibilidad de nutrientes en el medio tratado. Los resultados en la produccion de
EPS son un aspecto significativo que refuerza la hipétesis. La cepa 43 produjo la mayor
concentracion de EPS, lo que contribuye a la formacién de biopeliculas, indicando
ademas estabilidad del sistema microbiano. La formacion de biopeliculas es crucial en
contextos de tratamiento de aguas residuales, ya que permite una mayor resiliencia del
consorcio microbiano frente a variaciones ambientales. Estos resultados concuerdan con

otros estudios que indican que la produccion de EPS puede influir positivamente a la
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formacion de estructuras microbianas complejas, mejorando la eficiencia en la
degradacion de compuestos (Ibrahim et al., 2022; Kaur y Dey, 2023). Siguiendo con el
contraste con la literatura, esta investigacion entrega resultados que pueden ser
alineados con hallazgos sobre el potencial de las BAL para uso en agricultura y gestion
de residuos. Se ha reportado que el uso de estos microorganismos en sistemas de
tratamiento de aguas residuales aumenta la biodisponibilidad de nutrientes, ofreciendo
beneficios adicionales en reduccién del impacto ambiental (Dahiya et al., 2018; Zhao et
al., 2019).

El ensayo de actividad antimicrobiana sugiere que estas cepas pueden contribuir a la
reduccion de la carga patdgena en los efluentes, indicando su capacidad para mejorar la
calidad del agua tratada, constituyéndose como potencial biofertilizante. La produccion
de metabolitos podria ayudar a controlar patdbgenos en entornos agricolas, lo que es
crucial para asegurar la salud de los cultivos y la seguridad alimentaria. Por otro lado, los
resultados del ensayo de fitotoxicidad mostraron que las BAL antarticas, especialmente
E. faecium, disminuyeron la toxicidad del purin y favorecieron la germinacién de
Raphanus sativus.

De esta forma, los resultados de esta investigacion brindan un respaldo a la hipotesis
planteada, ya que demuestran que las cepas de BAL aisladas de ambientes antarticos
incrementan la biodisponibilidad de nutrientes en el tratamiento de aguas residuales
favoreciendo la produccion de exopolisacéaridos, contribuyendo a la formacién de
biopeliculas y mejorando la estabilidad del sistema microbiano.

La aplicabilidad de las BAL Enterococcus faecium y Pediococcus pentosaceus se
presenta como una oportunidad para optimizar procesos de fermentacion vy
biofertilizacion en agricultura sostenible. Estas bacterias ofrecen capacidades para
transformar residuos organicos en productos de valor agregado y mejoran la
biodisponibilidad de nutrientes para el crecimiento y desarrollo de cultivos. El uso de estas
cepas en procesos de fermentacién puede resultar en un balance de nutrientes
significativamente mejorado, que permitiria medir el consumo de compuestos organicos

y la liberacién de nutrientes biodisponibles, como nitratos y fosfatos. Al establecer estos
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balances, se podra determinar el rendimiento de transformacion, que es un indicador
critico de la eficiencia del proceso de fermentacion. La produccion de EPS contribuye a
la formacion de biopeliculas, influyendo en la retencién de nutrientes en el suelo. Lo
anterior debe ser analizado mediante tasas cinéticas, evaluando cémo la produccién de
estos afecta la estabilidad del sistema microbiano. Al implementar estos analisis, se
podria establecer un modelo predictivo con las condiciones de fermentacion,
maximizando produccién de nutrientes y compuestos bioactivos. Para avanzar en la
implementacion de esta tecnologia, es fundamental establecer un marco de Technology
Readiness Level (TRL). Este marco permite evaluar la madurez de la tecnologia
propuesta y guiar su desarrollo hacia aplicaciones practicas. En este sentido, se podria
considerar que las cepas de BAL se encuentran en un TRL de 4 a 5, donde se han
demostrado sus capacidades en entornos de laboratorio, pero se requiere escalar su
efectividad con ensayos de campo. Futuras etapas del desarrollo tecnoldgico podrian
considerar, por ejemplo, la validacién a gran escala con distintos tipos de suelos y
cultivos; desarrollo de consorcios bacterianos para potenciar la sinergia entre las cepas,
evaluacion de impacto ambiental, para visualizar la escalabilidad de estas tecnologias y
su contribucion con la reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero; desarrollo
de protocolos con directrices para la aplicacion de biofertilizantes producidos a partir de
estas cepas y un escalamiento considerando viabilidad econémica y logistica de
produccion, siendo accesible para los agricultores.

Dentro de las limitaciones identificadas en esta investigacién esta el tiempo dedicado a
la purificacion y diferenciacion morfoldégica de las cepas. Ademds, los resultados
obtenidos en el Capitulo Ill, donde se examind la capacidad biotecnoldgica de Weissella
confusa, resultaron contradictorios respecto a los datos del Capitulo IV, donde las cepas
aisladas de heces de mamiferos, aves antarticas e intestinos de peces mostraron un
mejor desempefio en el medio de cultivo. Aunque la versatilidad metabdlica de W.
confusa es prometedora, su rendimiento no alcanzé el mismo nivel que las cepas de P.
pentosaceus y E. faecium. Sin embargo, un analisis mas exhaustivo de los metabolitos

presentes en los sobrenadantes y cultivos en caldo habria permitido una comprension
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mas profunda de sus potenciales aplicaciones industriales. Los resultados de la
investigacion sugieren que P. pentosaceus y E. faecium son altamente robustas en un
medio complejo, lo que indica que se podrian optimizar las condiciones para fomentar la
generacion de biomasa y compuestos bioactivos. Ajustar nuevamente las
concentraciones de suero de queso, por ejemplo, podria mejorar alin mas su rendimiento
en la produccion de metabolitos. La capacidad de estas bacterias para metabolizar
fuentes de carbono heterogéneas y su resistencia a condiciones desfavorables las
convierten en candidatas ideales para aplicaciones agricolas y de tratamiento de aguas
residuales. Asimismo, aunque se encontré que la hidrofobicidad superior al 84% es
prometedora para aplicaciones probidticas, no se evalué como se comportan estas cepas
en condiciones industriales reales o en sistemas naturales, lo cual debe considerarse
para estudios posteriores. El ensayo de fitotoxicidad también arroj0 resultados
alentadores, evidenciando que las BAL antarticas, especialmente E. faecium, pueden
reducir la toxicidad del purin y favorecer la germinacién de Raphanus sativus; sin
embargo, la falta de identificacion de los metabolitos responsables de estos efectos limita
la certeza sobre su potencial aplicacion a gran escala. Este punto es critico, ya que la
viabilidad de esta tecnologia dependera de su eficacia comprobada en situaciones del
mundo real. La sintesis de metabolitos funcionales junto con la producciéon de
compuestos secundarios indeseados son factores a tener en cuenta, lo que afade
incertidumbre a los resultados. El potencial de estas cepas para la valorizacion de
residuos agroindustriales es considerable, especialmente en el tratamiento y reutilizacion
de aguas residuales porcinas. Este enfoque puede facilitar su transformacion en
biofertilizantes, contribuyendo a la sostenibilidad agricola. Aunque los resultados de este
trabajo permiten no rechazar la hipétesis sobre el potencial de las BAL antarticas,
especialmente P. pentosaceus y E. faecium, crean la necesidad de futuras
investigaciones que profundicen en la caracterizaciéon de las propiedades y aplicabilidad
en contexto industrial. Este estudio puede ser considerado una linea base en el desarrollo
de tecnologias sostenibles en el tratamiento de aguas residuales y la produccion de

biofertilizantes, abriendo nuevas oportunidades en el campo de la biotecnologia.
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