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RESUMEN
La acumulaciéon de grasas y aceites en sistemas de drenaje genera obstrucciones y
contaminacion ambiental, por lo que se requieren alternativas sostenibles para su degradacion.
Este estudio tiene como objetivo comparar el potencial lipolitico de cepas y consorcios
bacterianos mesoéfilos aislados de trampas de grasa urbanas con bacterias antarticas psicrofilas
optimizadas para biorremediacion, bajo la hipotesis de que la sinergia microbiana incrementa
la actividad degradativa. Se aislaron y activaron cepas bacterianas, realizdindose pruebas
cualitativas con rodamina B y titulaciones acido-base para cuantificar la actividad lipolitica.
Posteriormente, se evalud la compatibilidad entre cepas mediante ensayos de antagonismo y se
formul6 un consorcio bacteriano (relacion 1:1:1), el cual fue probado en medio LB con aceite
de oliva. Los resultados mostraron que el consorcio meséfilo presentdé mayor actividad
lipolitica que las cepas individuales, superando incluso a las bacterias antarticas inoculadas
bajo sus condiciones optimas. Por ello, se concluye que la combinacion de cepas nativas con
alta afinidad por sustratos grasos representa una estrategia prometedora para la biorremediacion

de residuos oleosos, con potencial de aplicacion en entornos reales.

Palabras clave: bacterias lipoliticas, consorcio microbiano, biorremediacion.



Abstract

The accumulation of fats and oils in drainage systems leads to obstructions and environmental
pollution, making sustainable alternatives for their degradation necessary. This study aims to
compare the lipolytic potential of mesophilic bacterial strains and consortia isolated from urban
grease traps with psychrophilic Antarctic bacteria optimized for bioremediation, under the
hypothesis that microbial synergy enhances degradative activity. Bacterial strains were isolated
and activated, followed by qualitative assays with thodamine B and acid—base titrations to
quantify lipolytic activity. Subsequently, strain compatibility was evaluated through
antagonism tests, and a bacterial consortium (1:1:1 ratio) was formulated and tested in LB
medium supplemented with olive oil. The results showed that the mesophilic consortium
exhibited higher lipolytic activity than individual strains, even surpassing Antarctic bacteria
inoculated under their optimal conditions. Therefore, it is concluded that combining native
strains with high affinity for lipid substrates represents a promising strategy for the

bioremediation of oily wastes, with strong potential for application in real-world environments.

Keywords: lipolytic bacteria, microbial consortium, bioremediation.
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

La disposicion inadecuada del aceite de cocina usado (ACU) representa una
amenaza ambiental silenciosa pero persistente a nivel global. Segun datos obtenidos
por la OECD , se estima que cada afo se generan alrededor de 42 millones de
toneladas de este residuo, producto del uso intensivo de aceites vegetales en hogares e
industrias alimentarias. Este incremento est4 directamente relacionado con la
acelerada urbanizacion, el crecimiento demografico y el aumento de la demanda en el
sector gastrondmico, lo que conlleva a una mayor produccion de residuos grasos (Foo
et al., 2021).

Cuando el ACU es vertido sin tratamiento previo en sistemas de alcantarillado
o cuerpos de agua, sus efectos se multiplican. Este residuo, debido a su baja
biodegradabilidad y alta viscosidad se adhiere a las paredes internas de las tuberias.
Causando obstrucciones en el flujo de agua, desbordamientos y dafios en las plantas
de tratamiento, generando sobrecostos en mantenimiento y reparaciones. Por otro
lado, en cuerpos de agua, el aceite forma una pelicula superficial que interfiere con el
intercambio de oxigeno, alterando el equilibrio ecosistémico y acelerando procesos
como la eutrofizacion, afectando la biodiversidad y la calidad del recurso hidrico.

En el contexto ecuatoriano, esta problematica es evidente. Un estudio
realizado en la ciudad de Puyo revelo que mas del 23% de los locales gastrondmicos
vierten directamente el ACU en el sistema de alcantarillado, mientras que otro 27% lo
desecha junto con la basura comun. Esta mala gestion contribuye a la contaminacion
de suelos, aguas superficiales y subterraneas, especialmente en zonas cercanas a rios
como el Pastaza. Aun mas preocupante es que el 89,4% de los responsables de estos
establecimientos no poseen conocimiento real sobre los efectos contaminantes del

ACU (Prieto-Guerrero et al., 2022) .



Ante esta situacion, en ciertos restaurantes se han implementado estructuras
como las trampas de grasa, que permiten la retencion de residuos lipidicos antes de su
descarga al sistema sanitario. Sin embargo, su efectividad depende de un
mantenimiento adecuado y de un manejo posterior del material acumulado (Peng
et al., 2021). De ahi que, en los ultimos afios, se haya incrementado el interés por el
uso de bacterias con actividad lipolitica como solucion biotecnologica
complementaria o alternativa.

Entre estas destacan las bacterias mesofilas, cuyo crecimiento dptimo se situa
entre los 20 °C y 45 °C. Estas son comunes en ambientes urbanos y tropicales, y
participan en multiples procesos metabdlicos gracias a su versatilidad fisiologica
(Biomining, 2014). A su vez, las bacterias extremofilas, como las aisladas de
ambientes antérticos, destacan por su resistencia a condiciones extremas de
temperatura o pH y por su capacidad de producir enzimas funcionales bajo dichos
entornos (Choo et al., 1998). Esta diversidad fisiologica permite considerar a ambos
tipos de bacterias como agentes potenciales en estrategias de biorremediacion

sostenibles, tanto en contextos urbanos como en sistemas naturales vulnerables.

1.2 Descripcion del Problema

En ambientes urbanos, la acumulacion de residuos grasos representa una
fuente persistente de contaminacion orgéanica con efectos observables tanto en los
ecosistemas naturales como en estructuras sanitarias. Cuando estos compuestos se
liberan al entorno sin tratamiento, pueden formar biofilm, alterando el equilibrio
microbiano y afectando la calidad del agua junto con la biodiversidad acuatica. Al
mismo tiempo, su persistencia y resistencia a la degradacion natural los convierte en

un reto para los sistemas de tratamiento residual convencionales, lo que genera la



necesidad de soluciones eficientes, especificas y sostenibles (Adetunji & Olaniran,
2021).

Entre los compuestos involucrados, los triglicéridos constituyen una fraccion
relevante. Su descomposicion requiere procesos cataliticos especializados, donde las
lipasas de origen microbiano han demostrado ser herramientas versatiles. Estas
enzimas no solo catalizan la hidrdlisis de triglicéridos en acidos grasos libres y
glicerol, sino que también permiten reacciones de interés como esterificacion y
transesterificacion, incluso en condiciones ambientales poco controladas (Choo et al.,
1998). Su estabilidad frente a variaciones de pH, temperatura, y su capacidad de
produccion masiva las han posicionado como biocatalizadores clave en procesos
industriales y ambientales.

Sin embargo, la eficacia de estas enzimas depende en gran medida del origen y
naturaleza del microorganismo productor. Diversas cepas bacterianas, aisladas de
entornos contrastantes, como zonas templadas o polares, muestran diferencias
notables en su rendimiento lipolitico, lo que abre el camino a investigaciones
comparativas (Kovacic et al., 2019). En ese marco, la identificacion de cepas con alta
eficiencia catalitica y estabilidad en condiciones reales se vuelve fundamental para el

desarrollo de estrategias biotecnoldgicas aplicables en la gestion de residuos lipidicos.

1.3 Justificacion del Problema

La acumulacién y mala gestion de residuos grasos representa una amenaza
concreta para la sostenibilidad ambiental y la eficiencia de los sistemas de
saneamiento. Resolver este problema no solo responde a una necesidad técnica, sino

también a una responsabilidad ecoldgica y social urgente. La creciente presion sobre



los ecosistemas acudticos, derivada del vertido de aceites y grasas, demanda
soluciones que integren el conocimiento bioldgico con la innovacion tecnoldgica.

En este contexto, las enzimas lipasas de origen microbiano se presentan como
herramientas clave en procesos de biorremediacion. Su capacidad para catalizar la
degradacion de aceites en condiciones variables, junto con su estabilidad y
especificidad, las convierte en aliadas estratégicas para reducir la carga contaminante
(Gupta et al., 2004). Ademas, su produccion a partir de bacterias aisladas de
diferentes ambientes permite explorar soluciones adaptadas a contextos locales,
aumentando la viabilidad de su implementacion a escala.

Paralelamente, esta evaluacion aporta datos valiosos, generando conocimiento
transferible y con impacto directo en la mejora de sistemas de gestion ambiental.
Aliendndose con los Objetivos de Desarrollo Sostenible, en especial con el ODS 6
(agua limpia y saneamiento), el ODS 14 (vida submarina) y el ODS 9 (industria,
innovacion e infraestructura), al promover tecnologias limpias, proteger los
ecosistemas acuaticos y fortalecer la capacidad técnica en el tratamiento de

contaminantes organicos (Naciones Unidas, 2018).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

e Evaluar la capacidad degradativa de grasas en microorganismos mesofilos y
antarticos, a través de pruebas de actividad lipolitica, para la valoracion de su

aplicabilidad en estrategias de biorremediacion.



1.4.2 Objetivos especificos

e Estimular la produccion de enzimas lipasas en cepas bacterianas mesofilas y
antarticas, mediante su cultivo en medios con sustratos adecuados, para la activacion
de su respectiva capacidad lipolitica.

* Cuantificar la actividad lipolitica de las diferentes cepas,
por medio del analisis de acidos grasos liberados como indicador de degradacion
lipidica, con el fin de determinar su potencial como microorganismos biotecnologicos.

» Comparar las diferencias en los niveles de actividad lipolitica entre las distintas cepas,
bajo condiciones controladas, para la identificacion del grupo con mayor potencial
biorremediador.

1.5 Marco teorico
1.5.1 Caracteristicas de bacterias con actividad lipolitica

Las bacterias lipoliticas se distinguen por su capacidad para producir enzimas que
degradan compuestos grasos, especialmente los triglicéridos. Estas moléculas, formadas por
una unidad de glicerol unida a tres dcidos grasos mediante enlaces éster, son comunes en
aceites vegetales, grasas animales y otros residuos oleosos. Las lipasas producidas por estas
bacterias catalizan la hidroélisis de estos enlaces, liberando glicerol y 4cidos grasos libres,
transformando compuestos complejos en formas mas simples y asimilables, lo que resulta
fundamental en contextos de remediacion ambiental (Gupta et al., 2004).

Por otro lado, estas bacterias proliferan de forma natural en ambientes ricos en lipidos
debido a que estos compuestos sirven como fuente de carbono y energia. Cuando un
ambiente presenta una carga elevada de grasas, como ocurre en suelos contaminados con
aceite, aguas residuales domésticas, lodos industriales o trampas de grasa, se crea una presion
selectiva que favorece el desarrollo de comunidades microbianas capaces de metabolizar

estos residuos. Por lo que la presencia constante de lipidos en estos entornos actiia como un



estimulo ecoldgico, permitiendo que este tipo de bacterias se establezcan, se adapten y
dominen el nicho microbiano (Kumar et al., 2012).

Uno de los entornos mas relevantes para el aislamiento de estas bacterias, por las
razones anteriormente mencionadas, son las trampas de grasa, dispositivos instalados en
sistemas de drenaje para capturar aceites y grasas antes de que entren al alcantarillado. Estas
estructuras, si bien estan disefiadas como barreras fisicas, terminan generando un
microambiente ideal para el crecimiento de bacterias lipoliticas, ya que concentran
compuestos que estas bacterias pueden descomponer (Tang et al., 2024).

A su vez, dentro de los géneros bacterianos con mayor actividad lipolitica se
encuentran Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Burkholderia y Rhodococcus. Estas
especies no solo toleran condiciones variables de temperatura, pH y salinidad, sino que
también presentan adaptaciones que les permiten secretar lipasas de forma extracelular,
facilitando su recoleccion para uso en procesos industriales. Ademas, muchas de ellas
exhiben una alta estabilidad catalitica incluso en presencia de solventes organicos o en
medios poco convencionales, lo que amplia su aplicabilidad (Kovacic et al., 2019).

Por ultimo, ademas de su capacidad para degradar lipidos, varias bacterias lipoliticas
han demostrado potencial para actuar sobre hidrocarburos, especialmente aquellos presentes
en derrames de petroleo o residuos industriales. Esta versatilidad se debe a la similitud
estructural entre los compuestos grasos y los hidrocarburos, ya que ambos son hidrofobicos y
ricos en carbono. Por ello, estas bacterias no solo representan una alternativa eficiente en el
tratamiento de residuos alimentarios, sino que también podrian emplearse en estrategias de
biorremediacion mas amplias orientadas a la recuperacion de ecosistemas contaminados

(Patowary et al., 2016)

1.5.2 Propiedades bioquimicas de las lipasas



Las lipasas son enzimas hidroliticas (EC 3.1.1.3) que catalizan la ruptura de
enlaces éster presentes en triglicéridos, liberando &cidos grasos libres y glicerol. Este
proceso es esencial para la degradacion de compuestos lipidicos complejos, como los
aceites vegetales y grasas animales. Lo particular de estas enzimas es que no actiian
en el interior del aceite o en el agua por separado, sino justo donde ambos se
encuentran: en la interfase, es decir, en la superficie que se forma cuando un liquido
oleoso flota sobre el agua. Alli, las lipasas se posicionan estratégicamente para
acceder a los triglicéridos sin necesidad de que estos se disuelvan completamente
(Gupta et al., 2004). Simultdneamente, al actuar en ese limite entre fases, inician la
hidrolisis, rompiendo los enlaces éster y generando productos como acidos grasos
libres y glicerol. Estos compuestos, al ser mas solubles, pueden difundirse facilmente
en el medio acuoso y ser aprovechados metabdlicamente por las bacterias
productoras, lo que completa el ciclo de degradacion eficiente (Adetunji & Olaniran,
2021).

Ademas, estas enzimas participan en reacciones como la transesterificacion,
mediante la cual un triglicérido reacciona con un alcohol (como metanol) para formar
¢ésteres de acidos grasos y glicerol, un paso clave en la produccion de biodiésel a partir

de residuos grasos (Chandra et al., 2020).

1.5.3 Influencia de factores ambientales en la actividad enzimatica y adaptaciones

fisiologicas de bacterias meséfilas y extremofilas

La actividad de las lipasas microbianas esta fuertemente determinada por las
condiciones del entorno. Factores como el pH, la temperatura, la concentracion de
sustrato y el tiempo de incubacion influyen directamente en la velocidad de la

reaccion enzimatica, asi como en la estabilidad y funcionalidad de la enzima



producida. Por lo que entender como estos parametros afectan el comportamiento
catalitico de las lipasas es esencial, tanto para optimizar procesos de degradacion,
como para seleccionar adecuadamente cepas bacterianas con potencial biotecnologico
adaptadas a diferentes ambientes (Tong et al., 2023).

En primer lugar, el pH del medio regula la carga eléctrica de los residuos
presentes en el sitio activo de la enzima. La mayoria de las lipasas microbianas
presentan una actividad 6ptima en rangos de pH neutro a ligeramente alcalino (pH 6—
9), aunque algunas pueden funcionar en condiciones mas extremas. Cambios
significativos en este pardmetro pueden desestabilizar la estructura tridimensional de
la enzima y afectar su capacidad catalitica (Ali et al., 2023).

La temperatura también es un factor crucial. Cada enzima tiene un rango de
temperatura 6ptimo en el cual alcanza su méxima eficiencia. Las lipasas mesofilicas
suelen operar entre 30 °C y 45 °C, mientras que las de bacterias extremofilas pueden
mantener su actividad a temperaturas mucho mas bajas, incluso cercanas a 0 °C. Sin
embargo, estas ultimas tienden a desnaturalizarse mas facilmente a temperaturas
elevadas debido a su mayor flexibilidad estructural (Ali et al., 2023)

Asimismo, la concentracion de sustrato influye en la velocidad inicial de
reaccion: a mayor disponibilidad de lipidos, la actividad aumenta hasta alcanzar un
punto de saturacion, mas alla del cual ya no se incrementa la tasa de reaccion. Este
efecto esta directamente relacionado con la afinidad de la enzima por su sustrato, un
valor que varia seguin la cepa y su ambiente de origen (Gupta et al., 2004). Por otro
lado, el tiempo de incubacion es clave para permitir que el proceso de degradacioén
avance lo suficiente sin que ocurran procesos de inhibicion por acumulacion de

productos o desnaturalizacion enzimatica (Tong et al., 2023).
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Dado que estos parametros afectan de forma distinta a cada cepa bacteriana, es
fundamental comparar el comportamiento de microorganismos aislados de diferentes
entornos, como es el caso de bacterias mesofilas provenientes de trampas de grasa
urbanas y bacterias psicréfilas aisladas de ambientes antarticos. Esta comparacion
permite evaluar no solo la eficiencia de degradacion lipidica, sino también la
adaptabilidad de las enzimas a condiciones ambientales diversas.

Las bacterias mesofilas estan adaptadas a temperaturas moderadas, propias de
climas tropicales y urbanos. Sus lipasas suelen ser mas rigidas en su estructura, lo que
les proporciona estabilidad térmica, aunque suelen perder actividad fuera de sus
condiciones 6ptimas (Gupta et al., 2004). En cambio, las bacterias extremofilas
producen lipasas con estructuras mas flexibles, capaces de funcionar a bajas
temperaturas con menor requerimiento energético. Esta flexibilidad estructural
permite que la enzima mantenga su actividad catalitica incluso en ambientes frios,
aunque a costa de una menor estabilidad térmica (Zhang et al., 2018).

Esto, principalmente porque presentan una menor cantidad de enlaces no
covalentes fuertes, como puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas, lo que
hace que su estructura tridimensional sea mas flexible y dindmica. Esta caracteristica
favorece la movilidad del sitio activo y permite que la catalisis ocurra eficientemente
a bajas temperaturas, donde las enzimas mas rigidas no podrian funcionar. Sin
embargo, esta misma falta de rigidez estructural también las hace mas susceptibles a
la desnaturalizacion cuando la temperatura aumenta, lo que limita su estabilidad en

condiciones térmicas elevadas (Feller & Gerday, 2003).
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2. Metodologia.
2.1 Origen de las cepas bacterianas y recoleccion de muestras

El presente estudio empled cepas bacterianas de dos origenes contrastantes:
ambientes antarticos extremos y ambientes urbanos con alta carga lipidica. Esta
seleccion se justifico por el interés en comparar la actividad lipolitica de bacterias
adaptadas a condiciones climaticas severas con aquellas provenientes de zonas
urbanas tropicales, como modelo para aplicaciones en biorremediacion de residuos
grasos.

Las cepas A16.7 y A24.6 (Fig 2.1 1) fueron seleccionadas a partir de una
coleccion de once microorganismos recolectados durante la XX VI Expedicion
Antartica Ecuatoriana, realizada en enero de 2023. Las muestras originales
correspondieron a material organico ubicado en los suelos de la Isla Rey Jorge. Estos
aislamientos fueron realizados en condiciones de bioseguridad nivel 1 y
posteriormente cultivados y preservados en medios adecuados hasta su uso
experimental. Ademas, la seleccion especifica de estas dos cepas se basé en resultados
previos que evidenciaron mayor actividad lipolitica comparativa.

Por otra parte, las cepas bacterianas mesofilas fueron aisladas a partir de
muestras recolectadas en una trampa de grasa instalada en el sistema de drenaje de un
comedor universitario. La muestra fue extraida cuidadosamente desde la capa
superficial liquida con un frasco de vidrio estéril de tapa hermética, recolectando un
volumen aproximado de 400 mL. El transporte se realiz6 en una hielera, y las
muestras fueron procesadas dentro de las primeras cuatro horas para preservar la

viabilidad microbiana.
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2.2 Aislamiento y activacion de cepas bacterianas

Una vez que las muestras de la trampa de grasa llegaron al laboratorio, se
procedi6 a su preparacion inicial mediante diluciones seriadas utilizando agua
peptonada estéril, alcanzando una dilucion final de 1077. Esta técnica tuvo como
proposito reducir la concentracidn microbiana y facilitar el aislamiento de colonias
individuales. A partir de las diluciones 1075, 107¢y 10”7 se tomaron alicuotas de
100 pL y se inocularon sobre placas con medio sélido TSA (Tryptic Soy Agar),
aplicando el método de Rigalski, el cual consiste en una siembra por extension con
asa estéril, asegurando una distribucién homogénea de las células sobre la superficie
del medio.

Luego, las placas fueron incubadas a 28 °C durante 48 horas y finalizado este
periodo, se observé que la dilucién 107° presentd una mayor diversidad de morfotipos
coloniales. En base a caracteristicas fenotipicas como forma, margen, color, textura y
elevacion, se seleccionaron ocho colonias distintas que fueron consideradas de interés
para los siguientes ensayos. Estas colonias fueron posteriormente aisladas mediante
siembra por estria en medio AN (Agar Nutritivo), incubandolas a 28 °C durante 72
horas.

Paralelamente, las cepas antarticas A16.7 y A24.6 fueron reactivadas a partir
de sus respectivos preservados criogénicos, los cuales se encontraban almacenados a -
80 °C en solucion de LB (Luria-Bertani) con glicerol estéril. Cada preservado fue
descongelado y sembrado por estria con asa circular en medio AN. Las placas fueron
incubadas también a 16 °C durante tres dias, tratando de incentivar el crecimiento

bacteriano sin alterar sus propiedades fisiologicas.



Fig 2.1 2 Morfologia de cepas Antartidas

24.6 16.7

NOTA: TORRES, N. L. (2023). FENOTIPO DE MICROORGANISMOS DE LA ANTARTIDA. DEGRADACION DE GRASAS POR
ACCION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE LA ANTARTIDA Y DE UN CONSORCIO BACILLUS SPP. ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DEL LITORAL, GUAYAQUIL, ECUADOR. OBTENIDO DE

HTTPS://DSPACE.ESPOL.EDU.EC/HANDLE/123456789/58383

2.3 Caracterizacion de las cepas bacterianas

Con el fin de complementar la caracterizacion fenotipica de las cepas
bacterianas seleccionadas, se llevo a cabo la tincion de Gram, una técnica diferencial
ampliamente utilizada para clasificar microorganismos en funcion de la estructura de
su pared celular. Este método permiti6 distinguir entre bacterias Gram positivas,
caracterizadas por una pared gruesa de peptidoglicano que retuvo el colorante cristal

violeta, y bacterias Gram negativas, cuya pared delgada y membrana externa

14
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facilitaron la pérdida del colorante primario, adquiriendo posteriormente la coloracion
rosada del contraste (Madigan et al., 2019)

El procedimiento se desarroll6 extendiendo una porcion del cultivo bacteriano
sobre un portaobjetos estéril, fijando el frotis mediante calor y aplicando
sucesivamente los reactivos correspondientes: cristal violeta, lugol como mordiente,
etanol como agente decolorante y safranina como colorante de contraste. Finalmente,
las muestras fueron observadas bajo microscopia Optica con objetivo de inmersion
(100X), registrando la respuesta a los tintes de cada cepa, asi como caracteristicas

morfoldgicas como forma, tamafio y tipo de agrupacion celular.

2.4 Evaluacion cualitativa de actividad lipolitica

Posteriormente, se inici6 la evaluacion preliminar de la actividad lipolitica, la
cual se llevo a cabo mediante un ensayo cualitativo en medio liquido suplementado
con rodamina B, adaptado del protocolo descrito por Furini (2018). Esta prueba tuvo
como finalidad identificar de manera visual y rapida la produccion extracelular de
enzimas lipasas por parte de las cepas bacterianas, siendo una herramienta basica y
exploratoria dentro del proceso de seleccion microbiana.

El medio se preparo utilizando 1 mL de caldo LB auto clavado por cada
pocillo, a los cuales se les afiadi6 posteriormente 5 uLL de aceite de oliva estéril,
empleado como sustrato lipidico. A esta mezcla, también se le incorpord una
concentracion definida de rodamina B, un colorante fluorescente que permite la
deteccion indirecta de la actividad enzimatica a través de su interaccion con los acidos

grasos liberados durante la hidrolisis (Stemler et al., 2024).

Seguidamente, la inoculacion se realizo en las mismas placas de 24 pocillos,

distribuyendo las bacterias con el fin de tener triplicados para cada cepa a evaluar. A
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su vez, las placas se incubaron a 28 °C durante 72 horas, y la fluorescencia fue
observada bajo luz ultravioleta (A =350 nm) para identificar la presencia de actividad
lipolitica, la cual era visible como zonas difusas de coloracion naranja brillante en el
medio. Ante esto, tres cepas demostraron tener potencial de actividad y se las catalogo
como TG3, TGS y TG16 al presentar una fluorescencia intensa y consistente en los
tres replicados.

Por otro lado, cabe resaltar que, junto con las cepas mesoéfilas provenientes de
la trampa de grasa, también fueron evaluadas en esta etapa las cepas antarticas A16.7
y A24.6, con el objetivo de confirmar si conservaban su capacidad lipolitica bajo estas
condiciones experimentales generales. Ambas cepas demostraron una fluorescencia
compatible con la actividad esperada, lo que respaldd su continuidad en el disefio

experimental.

2.5 Obtencion del extracto enzimatico

Una vez seleccionadas las cepas de interés, se procedio al cultivo en medio
liquido para inducir la produccion de enzimas lipoliticas extracelulares. Las bacterias
mesofilas TG3, TGS y TG16 fueron cultivadas en 100mL de medio Luria Bertani
suplementado con 4mL de aceite de oliva estéril, el cual fue agregado después de la
esterilizacion del medio para evitar su degradacion térmica y problemas de
homogenizacion, teniendo un pH final de 7.2. De igual manera, se incubaron los
respectivos controles que consistian en medio LB sin inocular y medio LB+aceite de
oliva sin exposicion a las bacterias. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 96
horas a 28 °C, con agitacion constante a 150 rpm en un Shaking incubator (HY'SC).

Por otro lado, las cepas antarticas A16.7 y A24.6 fueron cultivadas en

condiciones previamente optimizadas para favorecer su expresion enzimatica. La cepa
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A16.7 fue inoculada e incuba a un pH de 3.18 y temperatura de 23.7 °C, mientras que
las condiciones de A24.6 fueron pH de 6.67 y temperatura de 25.5 °C, demostrando
ser psicrotolerantes. Ambos cultivos también se mantuvieron en agitacion continua
durante 96 horas a 150 rpm junto a sus respectivos controles negativos, los cuales
tenian los mismos parametros.

Cabe resaltar que cada cepa fue trabajada por triplicado independiente,
considerando que son 5 cultivos diferentes, asegurando la repetibilidad de los
resultados. Y finalizado el periodo de incubacion, los cultivos liquidos (tanto
bacterianos como controles) fueron transferidos y sometidos a centrifugacion a
6500 rpm durante 20 minutos a 4 °C, utilizando una centrifuga modelo 5810 R
(Eppendorf). El objetivo de este paso fue separar la biomasa bacteriana del
sobrenadante, donde se encuentra la enzima secretada o lipasas extracelulares. El
sobrenadante fue cuidadosamente recolectado en tubos estériles, tratando de descartar
la capa superficial de aceite y evitando el arrastre del pellet. Luego fue almacenado a

4 °C para su uso inmediato en los ensayos de cuantificacion.

2.6 Titulacion de la actividad lipolitica

La actividad de las enzimas lipasas producidas por las cepas seleccionadas se
cuantificé mediante un ensayo de titulacion acido-base, adaptado del protocolo
propuesto por Al Mohaini et al. (2022). Este procedimiento permiti6 estimar
indirectamente la cantidad de acidos grasos liberados como producto de la hidrolisis
de triglicéridos presentes en el sustrato.

Para tal efecto, se prepard una emulsion estable que sirvié como sustrato
enzimatico, compuesta por un 10% de aceite de oliva, 10% p/v de goma arabiga

(como agente emulsionante), 0.6% de cloruro de calcio (CaClz) y 10% de buffer
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fosfato de sodio 0.1 M. El volumen restante se complet6 con agua destilada estéril, y
para cada reaccion, se mezclaron 2.25 mL de esta emulsion con 0.25 mL del
sobrenadante enzimatico crudo previamente obtenido.

Luego, las mezclas fueron incubadas en agitacion constante a 150 rpm durante
1 hora a 28 °C, utilizando agitadores orbitales modelo Innova 40 (New Brunswick
Scientific) y Shaking Incubator HYSC. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion,
se interrumpid la reaccion enzimatica mediante la adicion de 3.75 mL de una solucion
acetona: etanol en proporcion 1:1 (v/v). Este paso permitié detener la actividad
catalitica de la lipasa. A continuacion, se afadio 22.5 pL de fenolftaleina al 1% como
indicador de pH. Y seguidamente, se procedio a la titulacion directa con NaOH
0.05 M, utilizando una bureta manual, hasta observar el cambio a una coloracion rosa
tenue, indicativo del punto final de neutralizacion (Al Mohaini et al., 2022).

El volumen de hidroxido de sodio consumido durante la titulacion fue
registrado para cada muestra. Este dato permitié6 comparar de manera relativa la
intensidad de la actividad lipolitica entre cepas, partiendo del principio de que una
mayor liberaciéon de acidos grasos requiere mayor cantidad de base para ser
neutralizada.

Las titulaciones se realizaron por triplicado para cada una de las cinco cepas
evaluadas junto a sus respectivos controles, asegurando consistencia y
reproducibilidad en los resultados.

Similarmente, para el futuro célculo de la actividad lipolitica y para asegurar
la validez de los resultados obtenidos en la titulacion, se prepararon blancos
especificos por cada cepa y condicion de control experimental. Estos blancos fueron
tratados bajo el mismo protocolo de incubacion, agitacion y temperatura que las

muestras experimentales, con la Unica diferencia de que el sobrenadante enzimatico se
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afiadié tnicamente después de interrumpida la reaccion con la solucion de acetona:
etanol. Esta modificacion permitioé descartar cualquier neutralizacion generada por
compuestos no lipoliticos presentes en el medio o en el sustrato, asegurando que el
consumo de NaOH se atribuyera exclusivamente a la accion catalitica de las enzimas
lipasas.

Por tltimo, cabe mencionar que al realizar las titulaciones todas las mezclas
fueron homogenizadas utilizando un agitador magnético modelo Color Squid (IKA
Works), lo cual facilit6 la visibilidad del punto final y mejoro la precision en la

adicion de la solucion base.

2.7 Calculo de la actividad lipolitica

Para cuantificar la actividad lipolitica de los extractos enzimaticos crudos
obtenidos de las cepas bacterianas, se emple6 una formula volumétrica que estima la
cantidad de acidos grasos liberados durante la hidrdlisis de triglicéridos. Esta
metodologia se basa en la diferencia entre el volumen de base fuerte (NaOH)
requerido para titular los productos generados por la accion enzimatica y el volumen
necesario en los blancos. De esta forma, se obtiene un valor corregido que refleja
exclusivamente la accion de la lipasa presente en la muestra (Al Mohaini et al., 2022).

La ecuacion utilizada fue:

(Vs — Vg)x Nx1000 (0.1)
S

Actividad lipolitica =

donde Vs representa el volumen (en mL) de NaOH consumido para titular la

muestra con actividad enzimatica, Vb corresponde al volumen requerido para el
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blanco sin actividad lipasa, N es la normalidad del NaOH (0.05 M) y S es el volumen
total del sustrato emulsificador utilizado en cada reaccion. El resultado se expresa en
unidades de actividad por mililitro (U/mL), donde una unidad (U) se define como la
cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de 4cidos grasos por minuto

bajo condiciones estandarizadas (Al Mohaini et al., 2022).

2.8 Formacion del consorcio bacteriano a partir de cepas meséfilas

Con el propdsito de evaluar el potencial sinérgico de las cepas TG3, TGS y
TG16, previamente seleccionadas por su actividad lipolitica, se procedi6 a la
preparacidon de un consorcio microbiano. Inicialmente, para obtener un crecimiento
rapido y masivo, cada cepa fue cultivada de forma individual en 150 mL de caldo
nutritivo (Nutrient Broth) en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Estos a su vez, fueron
incubados durante siete dias a 28 °C y 170 rpm en un agitador orbital, para promover
un crecimiento adecuado (Patowary et al., 2016).

Una vez finalizada la incubacion, se ajust6 la densidad celular de cada cultivo
a una absorbancia de 1.0 a 600 nm (ODsoo), mediante mediciones en un
espectrofotometro y utilizando microplacas de 96 pocillos, con 200 puL por pocillo en
triplicado. En caso de que la OD fuera superior a 1.0, se realizaron diluciones con
solucion salina estéril (NaCl al 0.09%). En cambio, si la OD fue inferior, se concentrd
la biomasa por centrifugacion a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, descartando de
manera controlada microlitros o mililitros del sobrenadante y resuspendiendo el pellet
en menor volumen hasta alcanzar el valor deseado (Patowary et al., 2016).

Después, cada cultivo se sometid a centrifugacion a 8000 rpm durante 20
minutos. El sobrenadante fue cuidadosamente descartado sin perturbar el pellet
bacteriano y los pellets celulares obtenidos se lavaron dos veces con solucion salina

estéril (NaCl al 0.85%) para eliminar residuos del medio.
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En cada lavado, los pellets fueron sometido a agitacion suave con micropipeta
o vortex, seguido de una nueva centrifugacion a las mismas condiciones. Tras el
segundo lavado, los pellets se resuspendieron en solucion salina estéril y se ajusto la
densidad celular para los 3 a una absorbancia de 0.35 a 590 nm, utilizando un
espectrofotometro UV-Vis. (Wijerathna et al., 2024).

Por tltimo, se mezclaron volimenes iguales en relacion 1:1:1 para conformar
el consorcio bacteriano. El cual posteriormente fue utilizado para inocular medio LB
con aceite de oliva respetando los parametros establecidos anteriormente de 28°C a
150 rpm por 5 dias, incorporando un 5% (v/v) del consorcio preparado respecto al
volumen total del medio (Patowary et al., 2016). Y de esta forma se dio paso al
proceso de titulacion para obtener datos cuantitativos de actividad lipolitica,
repitiendo este procedimiento con las dos bacterias de la Antartida, considerando sus
respectivos pardmetros de temperatura y pH optimizados, los cuales fueron

previamente mencionados en las secciones 2.5y 2.6.



Capitulo 3
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3.1 Actividad lipolitica en cepas bacterianas

Los ensayos de actividad lipasa incluyeron controles negativos con valores de
0 U/mL, lo que confirm6 que el consumo de la base titulada se debi6 exclusivamente
a la liberacion de 4cidos grasos por accidon enzimatica y no a reacciones quimicas
inespecificas. Este resultado se alinea con protocolos estandar de determinacion
titulométrica de lipasas, que emplean emulsiones de aceite de oliva estabilizadas con
goma arabiga y, en muchos casos, con CaCl., garantizando que los controles sin
enzima no produzcan cambios de pH (Stoytcheva et al., 2012). El uso de aceite de
oliva como sustrato, rico en acido oleico (55-83%) y con proporciones menores de
palmitico, linoleico y estedrico, resulta especialmente relevante, pues proporciona un
perfil lipidico bien caracterizado frente al cual muchas lipasas muestran especificidad
(Hernandez et al., 2021). En este contexto, la unidad utilizada (U/mL) corresponde a
la liberacion de 1 umol de acido graso por minuto, lo que facilita la comparacién con
otros estudios.

3.1.1 Desempeiio de las cepas mesofilas

La morfologia de las cepas provenientes de la trampa de grasa (TGS, TG3 y
TG16) se observa en la Fig. 3.1.1, mientras que su actividad lipolitica estd resumida
en la Tabla 3.1.1. De acuerdo con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, se
detectaron diferencias significativas entre las cepas evaluadas (H=11,74; p=0,0153,
Tabla 3.2.1).

El analisis de rangos promedios y la asignacion de letras de significancia
(Tabla 3.2.1) muestran que TGS obtuvo el valor mas alto (14,0), seguido de TG16 y
TG3, mientras que las cepas antarticas se ubicaron en los valores mas bajos. A su vez,
no se detectaron diferencias estadisticamente claras entre TGS, TG16 y TG3, aunque

los valores absolutos de TGS fueron consistentemente mayores.
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Tabla 3.1 1. Actividad lipolitica de los microorganismos de la trampa de grasa con sus respectivas
repeticiones

Muestra Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 RepS  Promedio
(U/ml) (U/ml) (U/ml) (U/ml) (U/ml)

TGS 9 8 8 8 8 8,2
TG3 6 6 4 4 4 4,8
TG16 6 6 7 7 7 6,6

Tabla 3.2 1. Prueba no parameétrica de Kruskal Wallisy Test de Tukey para comparar actividad
lipolitica entre cepas

Variaple MUESTRA N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H P
ACT. ENZ. Ale.7 3 3,33 1,15 4,00 4,33 11,74 0,0153
ACT. ENZ. A24.6 3 2,67 1,15 2,00 3,17

ACT. ENZ. TGle 3 6,33 0,58 6,00 10,33

ACT. ENZ. TG3 3 9,331,115 6,00 8,17

ACT. ENZ. TGS 3 8,33 0,58 8,00 14,00

Trat. Ranks

A24.6 3,17 A

Ale.7 4,33 A B
TG3 g§,17 A B C
TGle 10,33 B C
T

on una letra comun noe son significativamesnte diferentes (p > 0,05)

Estos resultados, también sugieren que aunque las bacterias provenientes de la
trampa de grasa no se separan de forma concluyente entre si, TGS resalta como la
cepa mesofila de mayor potencial degradador, respaldando la idea de que
probablemente sus lipasas poseen una mayor eficiencia catalitica frente a triglicéridos
ricos en oleato. Asimismo, la actividad intermedia de TG16 con valores estables entre
réplicas, refleja la posibilidad de un sistema de secrecion enzimatica consistente y
robusto. En contraste, TG3 se ubica en un punto intermedio con mayor variabilidad,
lo que podria estar asociado a una menor afinidad hacia triglicéridos dominados por
oleato o a una mayor susceptibilidad a la inhibicion por acidos grasos libres
acumulados durante el ensayo.

Por lo tanto, resulta fundamental destacar que la calidad de la emulsion

utilizada en los ensayos es clave al momento de realizar la experimentacion. Esto,
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debido a que el mecanismo de activacion interfacial de las lipasas se relaciona
directamente con la apertura de un dominio estructural denominado fapa o lid, el cual
se desplaza al entrar en contacto con una superficie hidrofobica. Esta transicion
expone el sitio catalitico y permite que la enzima adquiera su conformacioén activa. En
este contexto, emulsiones con gotas mas pequefias y homogéneas incrementan la
superficie interfacial disponible, lo que a su vez favorece que un mayor numero de
enzimas se encuentren simultaneamente en estado activo, aumentando la eficiencia
global del sistema (Rehm et al., 2010).

En el presente estudio, la incorporacion de goma arabiga como emulsificante
natural fue clave, ya que esta sustancia recubre las gotas de aceite y evita su
coalescencia, manteniendo estable la dispersion del sustrato en el medio acuoso. A
esto se suma la accion del CaCls, que no solo aporta estabilidad electrostatica a la
emulsion, sino que también cumple una funcién estructural en ciertas lipasas, al
facilitar la conformacion cataliticamente activa del dominio /id. La combinacion de
estos factores permite que los resultados obtenidos fueran consistentes entre réplicas y
que la magnitud de la actividad enzimatica registrada refleje de manera confiable la

capacidad de hidrdlisis de las cepas evaluadas (Rehm et al., 2010).

Figura 3.1 1. Fenotipo de microorganismos seleccionados de la trampa de grasa

TGS TG3 TG16
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Nota. Las fotos superiores pertenecen a la visualizacién microscopica con objetivo 100X de las tinciones de Gram

realizadas; y las fotos inferiores corresponden a la siembra de las bacterias mesofilas en medio agar nutritivo.

3.1.2 Desempeiio de las cepas psicrofilas

Tabla 3.3 1. Actividad lipolitica de los microorganismos de la Antdrtida con sus respectivas
repeticiones

Muestra Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Rep 5 Promedio
(U/mi) (U/ml) (U/mlI) (U/miI) (U/miI)

4 4 2 2 2 2,8

2 2 4 4 4 3,2

Las cepas antarticas A16.7 y A24.6, identificadas molecularmente como
Serratia marcescens, presentaron niveles de actividad lipolitica relativamente bajos en
comparacion con las cepas mesofilas (Tabla 3.3.1; Figura 3.2.1). Este
comportamiento se explica por la naturaleza de sus enzimas psicrofilas, que poseen
una estructura altamente flexible para mantener su funcion catalitica en condiciones
de bajas temperaturas. Si bien esta flexibilidad permite un buen desempefio en el
ambiente antartico, también compromete su estabilidad y eficiencia catalitica en
condiciones mas templadas, lo que limita la hidrdlisis de triglicéridos en los ensayos
realizados fuera de su rango 6ptimo de adaptacion (Choo et al., 1998) .

Un aspecto relevante es que, aun tratandose de la misma especie bacteriana,
ambas cepas mostraron diferencias en la morfologia de las colonias cultivadas (Fig.

2.1.1) y en su respuesta funcional. La variacion en coloracion y textura entre A16.7 y
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A24.6 refleja la microdiversidad intraespecifica propia de S. marcescens, sustentada
en la existencia de un pangenoma abierto en el que genes accesorios, sistemas de
regulacion o caracteristicas de superficie celular pueden modular tanto el fenotipo
colonial como la capacidad metabolica. Esto explica por qué, pese a compartir un
nicleo genético comun, estas cepas exhiben perfiles fisioldgicos diferenciados (Abreo
& Altier, 2019).

En cuanto a los resultados cuantitativos, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa, A16.7 alcanz6 una actividad promedio de 3,33 U/mL,
ligeramente superior a los 2,67 U/mL registrados en A24.6. Este contraste resulta
llamativo al considerar el origen ambiental de cada aislamiento. La cepa A24.6
provino de un area con alta concentracién de materia orgénica derivada de excretas de
pingiiinos, rica en nutrientes y lipidos de origen animal. En este tipo de ambientes, la
abundancia de sustratos suele ir acompanada de metabolitos secundarios
potencialmente inhibitorios, como acidos grasos libres o compuestos nitrogenados,
que ejercen presion selectiva hacia cepas capaces de tolerar condiciones de sobrecarga

organica. Asi, es posible que A24.6 haya privilegiado mecanismos de resistencia y



regulacion frente a la saturacion de nutrientes, mas que la produccion intensiva de

lipasas (Ding et al., 2015).

Figura 3.2 1. Box Plot: Comparacion de la actividad lipolitica entre cepas
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Por el contrario, A16.7 se aislo de un suelo con musgos y menor carga

organica, aunque todavia significativa. En este tipo de entornos, los recursos son mas

limitados o se presentan en formas mas complejas, por lo que las bacterias deben

optimizar su repertorio enzimatico para aprovechar eficientemente incluso pequefias

cantidades de compuestos disponibles. Esta presion selectiva podria haber favorecido

en A16.7 una estrategia de mayor produccion relativa de lipasas o de enzimas mas

versatiles, lo que explicaria su actividad ligeramente superior frente a A24.6, pese a

provenir de un ambiente con menor aporte lipidico directo (Ding et al., 2015).

3.1.1 Efecto de los consorcios microbianos
El analisis de los resultados de actividad lipolitica obtenidos para los

consorcios microbianos revela diferencias notorias entre el desempefio de las
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comunidades bacterianas mesofilas y antarticas. En promedio, el consorcio mesoéfilo

alcanzo una actividad enzimatica de 13,5 U/mL, mientras que el psicrofilo registrd

5,67 U/mL. Este comportamiento se refuerza con el analisis estadistico mediante la

prueba de Kruskal-Wallis, que evidencié diferencias altamente significativas

(H=17,28; p<0,0001) entre ambos grupos, confirmando que el consorcio mesofilo

presentd una actividad consistentemente superior (Fig 3.3.1). Desde un punto de vista

cuantitativo, el consorcio mesofilo super6 en un 65 % a su mejor cepa individual

(TGS con 9 U/mL), mientras que el psicrofilo lo hizo en un 77 % respecto a su mejor

aislado (A24.6 con 4 U/mL). Estos resultados indican que, aunque ambos consorcios

mostraron un efecto positivo frente a las cepas aisladas, la magnitud del aumento en la

actividad depende fuertemente de la naturaleza de las bacterias que los conforman y

de su adaptacion a las condiciones de cultivo.

Figura 3.3 1. Comparacion de la actividad lipolitica de consorcios mesdfilos vs antdrticos mediante

pruebas no paramétricas

Resultados: Titulaciones de consorcios

Variakble CONSORCIO N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H P
ACT. ENZ. CA iz 5,87 2,06 4,00 6,50 17,28 <0,0001
ACT. ENZ. CIG 12 13,50 3,09 16,00 18,50

Trat. Ranks

Ca 6,50 &

CIG 18,50 B

M=dias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La diferencia entre ambos consorcios puede explicarse a través de factores

fisiologicos y evolutivos. Las bacterias mesoéfilas, aisladas de trampas de grasa en

ambientes urbanos, han evolucionado bajo una presion selectiva constante de alta

carga lipidica y condiciones cercanas a la neutralidad térmica, lo que favorece una

elevada capacidad de produccion de lipasas activas en entornos semejantes al
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laboratorio (pH neutro, 23 °C). Por el contrario, las bacterias antarticas se caracterizan
por ser psicrofilas y tener enzimas adaptadas a bajas temperaturas; al ser reactivadas
repetidamente desde 2023, podrian haber perdido parte de su viabilidad y actividad,
ya sea por acumulacion de estrés en los ciclos de preservacion y reactivacion o por la
inadecuada adaptacion a las condiciones experimentales utilizadas, que aunque
previamente validadas como Optimas, no necesariamente reflejan con fidelidad el
rango fisiologico de estas cepas en su habitat natural. Esto sugiere que la menor
respuesta de las bacterias antarticas no necesariamente refleja un bajo potencial
biotecnologico, sino una desventaja experimental en las condiciones evaluadas.

El comportamiento de los consorcios, que no supera la suma aritmética de las
actividades individuales, apunta a que el efecto observado no es aditivo, sino que
puede cumplir posiblemente el concepto sinérgico relativo.

Esta probable sinergia se explica a través de fendmenos de cooperacion
metabdlica como el cross-feeding, en el cual una cepa puede secretar isoenzimas con
distinta afinidad por los triglicéridos o consumir subproductos como acidos grasos
libres o glicerol que, en exceso, se convierten en inhibidores. De este modo, la
interaccidon metabolica entre cepas permite mantener la reaccion mas eficiente y
sostenida en el tiempo. En el caso del consorcio mesoéfilo, esta cooperacion se tradujo
en una actividad lipolitica significativamente mayor, lo que refuerza su aplicabilidad
en entornos de alta carga de grasas, como aguas residuales de origen urbano o
industrial (Ponomarova & Patil, 2015).

La pertinencia de utilizar consorcios bacterianos se ve respaldada también en
el analisis de correspondencia (Fig 3.4.1), que mostrd una clara separacion entre los
consorcios y las cepas individuales en los ejes de diferenciacion. El consorcio

mesofilo (CTG) se ubicd en un espacio independiente respecto a las bacterias
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individuales, indicando un perfil metabolico distintivo y mas robusto, mientras que el
consorcio antartico (CA) mostrd mayor cercania con cepas individuales como TGS y
A16.7, lo que podria reflejar una menor diferenciacion metabdlica comunitaria y, en
consecuencia, una menor ventaja comparativa. Estos patrones confirman que la
estrategia de consorcio no solo incrementa la actividad enzimatica, sino que ademas

podria estar diversificando los perfiles metabodlicos.

Figura 3.4 1. Anadlisis de correspondencia: Consorcios vs cepas individuales

ANBASLS N COOUSPLNINTIL. COCSIVIAS v CHGS wavaavas

Desde la perspectiva biotecnologica, los resultados evidencian que los
consorcios bacterianos constituyen una herramienta viable para el desarrollo de
soluciones de biorremediacion en ambientes contaminados con grasas. El hecho de
que el consorcio mesoéfilo supere significativamente a sus cepas individuales refuerza
la idea de que, en entornos con condiciones favorables a su metabolismo, estos grupos
microbianos pueden convertirse en sistemas altamente eficientes. Por otra parte,
aunque el consorcio antartico mostré menor desempeio, su capacidad de incrementar

la actividad respecto a los aislados individuales demuestra que, con ajustes de
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temperatura, pH y posiblemente suplementacion de nutrientes, podria potenciarse su
rendimiento. Esto lo convierte en un candidato interesante para el disefio de
estrategias de remediacion en ambientes frios o con fluctuaciones térmicas, donde los
mesofilos perderian eficiencia.

En términos practicos, la aplicacion de estos consorcios podria traducirse en el
disefio de bioaumentadores o inoculantes microbianos para sistemas de tratamiento de
aguas residuales o trampas de grasa industriales. El consorcio mesofilo seria
especialmente util en plantas de tratamiento convencionales, mientras que el

psicrofilo podria tener relevancia en regiones frias, aunque se requiere optimizacion.



Capitulo 4
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

A partir de la induccién de la actividad lipasa en cepas bacterianas mesofilas y
antarticas, se determin6 que todas expresaron actividad enzimatica bajo condiciones de
cultivo especificas. Sin embargo, las cepas mesofilas mostraron una mayor estabilidad
y consistencia en comparacion con las cepas antarticas.

De acuerdo con las titulaciones de actividad lipolitica, se establecio que la cepa TGS
presento el mayor potencial degradador (8,2 U/mL), mientras que entre las bacterias
antarticas la cepa A16.7 obtuvo la actividad promedio mas alta (2,8 U/mL). Estos
resultados demuestran que las bacterias de trampa de grasa poseen una capacidad
catalitica superior frente a los aislados polares.

Al comparar la actividad lipolitica entre cepas individuales y consorcios bacterianos, se
concluyd que el consorcio mesoéfilo (TG3, TGS y TG16) alcanzd un valor de 13,5
U/mL, superando tanto a sus cepas individuales como al consorcio antartico (5,67
U/mL). Esto evidencia que la interaccion microbiana favorece un efecto sinérgico en la
degradacion de lipidos.

Se confirmoé que la estrategia de consorcio resulta mas eficiente para una potencial
biorremediacion, siendo el consorcio mesofilo el que mejor capacidad degradativa
demostrd. Superando significativamente tanto a la mejor cepa individual (TGS) como
al consorcio antartico.

En correspondencia con el objetivo general, se concluye que, aunque tanto los
microorganismos mesoéfilos como los antarticos presentan actividad lipolitica, los
consorcios mesoéfilos representan una alternativa mas prometedora para la
biorremediacion de residuos oleosos en condiciones ambientales reales, mientras que
los antarticos constituyen candidatos potenciales para estudios en ambientes frios que

requieran optimizacion de parametros de cultivo.
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4.1.2 Recomendaciones

Tras culminar lo planificado en la presente propuesta, se plantean las siguientes
recomendaciones primordiales orientadas a expandir los alcances del estudio y fortalecer

futuras investigaciones:

e Se sugiere explorar el uso de otros sustratos lipidicos, como grasas animales y aceites
residuales industriales, en futuros ensayos, con el propdsito de determinar la
versatilidad y alcance de los consorcios bacterianos frente a distintos tipos de
contaminantes presentes en entornos reales.

e Con el objetivo de ampliar el conocimiento de los mecanismos de degradacion, se
recomienda llevar a cabo andlisis moleculares y enzimaticos que permitan identificar
los genes y proteinas responsables de la actividad lipolitica en las cepas de mayor
rendimiento, lo que facilitaria su caracterizacion y posible optimizacion biotecnologica
en fases posteriores.

e Una de las principales limitaciones fue que el estudio se realizd en condiciones
controladas de laboratorio, lo que no refleja por completo la complejidad de los
ambientes reales donde se acumulan grasas (aguas residuales, trampas de grasa
industriales). Para superar esta limitacion, en una fase posterior se recomienda realizar
ensayos piloto en sistemas reales o simulados, que permitan evaluar la eficacia de los
consorcios en presencia de variaciones de pH, temperatura y carga organica.

e Otra limitacion fue el alcance temporal de los experimentos, enfocados en periodos
cortos de incubacion. Esto impide conocer la estabilidad de la actividad lipolitica a
largo plazo. En una fase futura deberia considerarse el seguimiento prolongado de los
consorcios bacterianos, con pruebas de persistencia en sistemas de tratamiento

continuo.
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En el caso de las bacterias antarticas, la limitacion principal fue que fueron evaluadas
en condiciones de laboratorio adaptadas, pero no idénticas a su entorno natural. Esto
puede haber reducido su desempefio enzimatico. En fases posteriores se sugiere simular
condiciones de bajas temperaturas y fluctuaciones ambientales, o incluso retomar
pruebas en colaboracion con programas de investigacion polar, para validar su
verdadero potencial.

Finalmente, el estudio se centrd en la actividad lipolitica general, sin profundizar en la
caracterizacion molecular de las enzimas. Como fase complementaria, se recomienda
realizar andlisis gendmicos y protedmicos, que permitan identificar las rutas

metabdlicas implicadas y abrir posibilidades de optimizacion biotecnoldgica.
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