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Resumen

El tratamiento biolégico de aguas residuales presenta una baja eficiencia en regiones frias debido
a que los microorganismos cominmente utilizados son mesofilos. Este proyecto evalta el potencial
biotecnoldgico de microorganismos antarticos psicrotolerantes para optimizar la biorremediacion de
materia organica en estas condiciones. Se recolectaron muestras en la Isla Rey Jorge, Antartida, de las
cuales se aislaron 266 cepas bacterianas mediante enriquecimiento en agua residual sintética. La
metodologia incluyé un cribado cualitativo de actividad enzimatica a 15 °C y una cuantificacion de la
produccidén de amilasas, proteasas, lipasas y ureasas a 20 °C. Con los aislados de mayor rendimiento,
como Exiguobacterium antarcticum y Serratia surfactantfaciens, se formularon dos consorcios
bacterianos. Los resultados demostraron que el consorcio disefiado por especializacion funcional (C1)
logré una remocién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) cercana al 50% en 168 horas, duplicando
la eficiencia del segundo consorcio. El analisis estadistico indica que el consorcio es robusto y eficiente
incluso a bajas concentraciones de in6culo. Se concluye gue los ecosistemas antarticos son una fuente
valiosa de microorganismos para desarrollar soluciones biotecnol6gicas eficientes y econémicamente

viables para el tratamiento de efluentes en climas frios.

Palabras claves: Psicrotolerantes, tratamiento de aguas residuales, enzimas extracelulares, DQO,

extremofilos.



Abstract

Biological wastewater treatment shows low efficiency in cold regions because the
microorganisms commonly used are mesophilic. This project evaluates the biotechnological potential of
psychrotolerant Antarctic microorganisms to optimize the bioremediation of organic matter under these
conditions. Samples were collected on King George Island, Antarctica, from which 266 bacterial strains
were isolated through enrichment in synthetic wastewater. The methodology included a qualitative
screening of enzymatic activity at 15°C and a quantification of the production of amylases, proteases,
lipases, and ureases at 20°C. With the highest-performing isolates, such as Exiguobacterium antarcticum
and Serratia surfactantfaciens, two bacterial consortia were formulated. The results showed that the
consortium designed for functional specialization (C1) achieved a Chemical Oxygen Demand (COD)
removal of nearly 50% in 168 hours, doubling the efficiency of the second consortium. Statistical analysis
indicates that the consortium is robust and efficient even at low inoculum concentrations. It is concluded
that Antarctic ecosystems are a valuable source of microorganisms for developing efficient and

economically viable biotechnological solutions for effluent treatment in cold climates.



Indice general

Tabla de contenido

I R 101 o [0 o] o] T o PSSP 13
1.2 DescripCion del Problema ...........cocvoiiiiiiiiiiiiee e 14
1.3 Justificacion del problema ...........ccooiiiiiiii 15
L4 ODJELIVIOS ..ttt 15
1.4.1 ODJEtiVO GENETAL ...ooiiiiiiiii e 16
1.4.2  ODbjJetivos ESPECITICOS: ...iuviiiiiiiiiiiisie e 16
ST V- Vol I (Yo ot ISP PSR PP 16
1.5.1 Contaminacion por Materia Orgénica y Tratamiento de Aguas Residuales ............. 16
1.5.2 Biorremediacion de Efluentes y la Limitacion Critica de la Temperatura................ 18
1.5.3 Microbiologia antartica y su potencial Biotecnoldgico .............cccoceviiiieiiiiiniinnenne 20
1.5.4 Desarrollo de Consorcios Microbianos para la Optimizacién del Tratamiento de
AQUAS RESTAUAIES ...ttt b ettt e et e nn e be e eenne s 21
P 1 (oo (o] (oo | - WP SUT R U PSPPSRI 25
2.1 IMIUBSEIO ..ttt ettt ekttt bb ettt e a bt ettt 25
2.2 Aislamiento de microorganismos antartiCoS ............cccvveivveeiiieeiiiiee e siee e 26
2.3 BioprospecCion NZIMALICA .........cccuvveiiiiiiie i 27
2.4 ProduCCion ENZIMATICA ..........ccuiiriiiieiiie ittt e e snee e 28
2.5 ENSAY0 BNZIMALICO ....cciiiiieiiie ettt s e e st e et e e s be e e sabeeennee e e e 30
2.6 Conformacion de CONSOICIO. .......uuiivierieerieeiieesiee sttt e siee e be et e e sreeeaeennee e 31
2.7  Medicion de DQO Y DBO .....ccvviiiiieiiie et 31
KT RS L7 To [0 O RTP PP OPR PR 32
3.1 Aislamiento y CaracterizaCion ..........cccoveivieeiiieiiiee e 32
3.2 Cuantificacion de actividad enZiMAtiCa .............cceereerieiiieiiieiee e 33
3.3 Ensayo de degradacion de aguas residuales ..........ccccovvuveiiieeiiieeiiie e 37
N 0 [0 11T To] 1< PSRRI 41

5 Referencias BibliografiCas.........c.ccovviiiiiiiiiii e 42



Abreviaturas

ROS Residuos Organicos Solidos

PTAR Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

DQO Demanda Quimica de Oxigeno

DBO Demanda Bioquimica de Oxigeno

CO2 Dibxido de Carbono

NBA Nutrient Broth Agar

ARS Agua Residual Sintética



Simbologia

Gramo



indice de figuras

llustracion 1 Mapa de zona de muestreo en la ISla Rey JOrge. ........ccoovviiiiiieniiie e 25
llustracion 2 Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima amilasa..............ccccccvveiennnn 34
llustracion 3 Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima proteasa............cccceeveruennnnn 34
llustracion 4 Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima ureasa ............ccocceeeveviernennn. 35
llustracion 5 Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima lipasa...........cccccooeivvrennnnne. 36

llustracion 6 Resultados del primer ensayo de reduccion de DQO con los consorcios
(000] 01 {0] T 1o [0 13 PSSP 38

lHustracién 7 Resultados de reduccién de DQO con diferentes concentraciones de consorcio .... 39

indice de tablas

Tabla 1 Coordenadas geogréficas de la zona de muestreo en la isla Rey JOrge ...........cceevuveeene. 26
Tabla 2 Resultados de la prueba de halo de degradacion de sustrato organico. ......................... 33
Tabla 3 Tabla general de resultados cualitativos y cuantitativos de los mejores aislados........... 36

Tabla 4 Resultados de la identificacion molecular mediante secuenciacion de los mejores

1] F= Lo (01T TP P PR PPRPPRPRPS 37
Tabla 5 Pardmetros para el analisis eStadiStiCo ...........cccveviieiiiii i 39
Tabla 6 Resultados del analisis estadistico de sus variables y sus combinaciones. ..................... 40

Tabla 7 Resultados del analisis estadistico de la comparacidn de tiempos. ..........ccccceeevveernennne, 40



Capitulo 1



1.1  Introduccion

El crecimiento exponencial de la poblacién mundial de las Gltimas décadas incrementa la
generacion de residuos. Tantos residuos inorganicos como organicos presentan un problema para la salud
humana. Segun el Banco Mundial, actualmente se producen mas de 2.01 billones de toneladas de
desechos por afio en el mundo, dentro del 32% al 50% de los residuos son organicos (Kaza et al., 2018).
Este porcentaje alcanza su apice en paises no desarrollados o en vias de desarrollo. En dichos paises se
estima que mas del 90% de los residuos no cuentan con un manejo adecuado terminando en vertederos
abiertos o incinerados. Un porcentaje significativo de esta materia organica es también operada a través
de sistemas de alcantarillado o se filtran a través de lixiviados, esto contribuye directamente a la alta carga

contaminante de las aguas residuales domésticas e industriales, una situacion igual de critica.

Actualmente las estrategias de manejo de residuos organicos usados son vertederos, incineracion,
reciclaje, compostaje, reduccion de la fuente y digestion anaerdbica (Younis Ahmad et al., 2023). Los
métodos de compostaje y digestion anaerdbica son los mas comunes para la implementacién de
microorganismos como agentes bioldgicos reductores. Los microorganismos usados actualmente para
estas estrategias tales como B. subtilis, pseudomonas, endophytes, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, entre otros son mesdéfilos (Saeed et al., 2022). Teniendo un rango de temperatura optimo que va
desde los 27 °C hasta los 55 °C, dependiendo de la especie (Leow et al., 2018). Pero entonces, ¢qué pasa
con los paises que presentan bajas temperaturas? Donde el ciclo metabdlico de estos microorganismos se
ve afectado. Paises como Argentina, Chile o regiones montafiosas como Los Andes donde presentan

amplias fluctuaciones térmicas necesitan un enfoque especializado adaptado a sus limitantes.

Los microorganismos psicrofilicos o psicrotolerantes son organismos que estan adaptados a las
bajas temperaturas y donde su ciclo metabolico no se ve afectado por dichas temperaturas permitiendo
gue puedan degradar residuos organicos de forma eficiente en comparacion con organismos mesoéfilos
(Rodriguez-Gonzales et al., 2022). El uso de estos microorganismos dentro de las actuales estrategias de

manejo de residuos organicos resulta una opcidn interesante al no impactar en el ecosistema como otras



estrategias y actuar sobre los actuales métodos sin generar gastos adicionales que pueden afectar a paises

poco desarrollados.

1.2 Descripcion del problema

Existe una limitacion critica en el tratamiento bioldgico de aguas residuales en paises en vias de
desarrollo enfrenta una limitacion critica: la baja eficiencia en la remocion de materia organica en
regiones frias donde en el peor de los casos la disposicion final inadecuada de la fraccion organica
constituye hasta un 50% del total. Esta situacion genera focos de contaminacion y la emision
descontrolada de gases de efecto invernadero. Las tecnologias de valorizacion biolégica, como el
compostaje y la digestion anaeroébica, son soluciones sostenibles, pero su eficiencia depende directamente

de la actividad de los consorcios microbianos empleados.

El problema técnico central radica en que los microorganismos comerciales y nativos
comunmente utilizados (Bacillus sp., Pseudomonas sp., Aspergillus sp.) son meséfilos, con un
rendimiento Gptimo en rangos de temperatura de 25 °C a 45 °C. A temperaturas inferiores a 15 °C, su tasa
metabolica se reduce drasticamente. Esta variable, la baja temperatura, se convierte en un factor limitante
en paises con estaciones frias o en regiones de gran altitud, como la sierra andina de Ecuador. Como

consecuencia, los procesos de tratamiento bioldgico en estas zonas se vuelven ineficientes, resultando en:

o Tiempos de degradacion excesivamente largos.
o Descomposicién incompleta de la materia organica.
o Baja eficiencia en la reduccidn de las variables de control ambiental como la

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y la Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO).

El &mbito de accidn de este proyecto se limita a abordar esta brecha tecnolégica, enfocandose en
la bioprospeccion y aplicacion de microorganismos psicrotolerantes capaces de degradar eficientemente
la materia organica a bajas y moderadas temperaturas, para optimizar los sistemas de tratamiento

bioldgico existentes sin incurrir en costos energéticos adicionales.



1.3 Justificacion del problema
La necesidad de abordar la problemética descrita se justifica desde tres perspectivas

complementarias: ambiental, econdémica y cientifica.

Ambientalmente, tratamiento deficiente de aguas residuales en climas frios perpetda la
contaminacion de suelos y acuiferos por lixiviados y la emisién de metano desde vertederos, un gas con
un potencial de calentamiento global significativamente mayor que el CO2. Desarrollar un método de
tratamiento bioldgico que sea eficiente durante todo el afio en estas regiones es, por tanto, un imperativo

para la mitigacion del cambio climatico y la proteccion de los ecosistemas locales.

Econdmicamente, las soluciones actuales son insostenibles. Obligar a los municipios o industrias
de paises en desarrollo a calentar sus sistemas de compostaje o biorreactores es una barrera insuperable
que fomenta la falta de toma de decisiones. Este proyecto busca desarrollar una solucion biotecnolégica
de bajo costo, que se integre a la infraestructura existente y que sea funcional en las condiciones

ambientales locales, promoviendo una economia circular que es a la vez viable y efectiva.

Cientificamente, existe una brecha de conocimiento aplicada. Si bien se conoce el potencial de los
extremdfilos, la bioprospeccion de microorganismos en ecosistemas Unicos como la Antartida para la
formulacion de consorcios microbianos sinérgicos y especializados en la degradacion de materia organica
en efluentes a bajas temperaturas es un campo con un vasto potencial por explorar. Este proyecto es
relevante porque no solo busca aislar cepas individuales, sino evaluar su rendimiento y compatibilidad

como un consorcio, lo cual aumenta la robustez y eficiencia del tratamiento.

Por lo tanto, este trabajo se justifica en su prop6sito de generar una solucién innovadora y
pertinente a un problema real, mediante la exploracion de la biodiversidad antartica para desarrollar una
herramienta biotecnoldgica que mejore la sostenibilidad ambiental y la viabilidad econdmica de la gestién

de residuos organicos en regiones frias.

1.4  Objetivos
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1.4.1 Objetivo general:
Evaluar el potencial biotecnolégico de microorganismos antérticos psicrotolerantes,
individualmente y en consorcios, para la degradacion eficiente de materia organica, con enfoque a su

aplicacion en procesos de biorremediacion de aguas residuales.

1.4.2 Objetivos especificos:
o Aislar, caracterizar y seleccionar microorganismos antarticos con base en su
capacidad para degradar diversos sustratos organicos a bajas temperaturas.
o Cuantificar la eficiencia de degradacién de materia organica de las cepas
seleccionadas y desarrollar consorcios microbianos compatibles y funcionales entre aislados.
o Evaluar la capacidad de los consorcios microbianos formulados para reducir la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y la Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO) en muestras

representativas de efluentes orgénicos.

1.5 Marco teorico

1.5.1 Contaminacion por Materia Organica y Tratamiento de Aguas Residuales

La Problemética Global de la Contaminacion Orgéanica

Los residuos solidos urbanos son todos los materiales que son producidos a partir de las
actividades diarias y que son desechadas por su inutilidad. Su principal causa la forma de organizacion de
las personas ((Marchan-Solier et al., 2021). Uno de los métodos para la clasificacion de los Residuos
Solidos Urbanos es por composicion quimica, dividiéndose en 2 grupos: los organicos como papel, restos
de comida, carton y los inorganicos como metales, plasticos, vidrios (Esparza, 2021). Los residuos solidos
organicos son un eje a nivel mundial para la reduccion de riesgo para la salud de los habitantes, en los
Gltimos 15 afios varias propuestas se han llevado a cabo para reducir los residuos sélidos organicos. Su

reduccion implica varios beneficios ambientales como reduccion de gases de efecto invernadero, menos
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uso de suelo para la deposicién de residuos, menos generacion de lixiviados contaminantes (Jantz &

Ruggerio, 2021).

En Ecuador se generan alrededor de 375 000 toneladas de residuos solidos urbanos por afio, del
cual el 57% son organicos y el 43% son inorganicos (Rodriguez Guerra & Baca Cajas, 2022). Esto quiere
decir que anualmente se producen cerca de 213 750 toneladas de residuos organicos solidos y de esta

cantidad solo el 4% es tratado por centros de acopio.

Aguas Residuales Urbanas como Foco de Contaminacion Organica

El agua residual se puede definir como cualquier liquido o agua que presente impurezas 0
contaminantes sélidos, liquidos, gases o la combinacién de ellos en concentraciones que sean
perjudiciales si se vertieran al medio ambiente (De KARIA et al., 2023). Los sélidos dentro de las aguas
residuales son las que otorgan impurezas en ellas y estos pueden ser de naturaleza organica o inorganica.
Ademas, pueden presentarse en forma de suspension, coloidal, disuelto o sus combinaciones. El fin de
toda agua residual es ser vertida en masas de agua o en la tierra, mientras que, el limite de impurezas lo

determinan las autoridades locales, por lo que, dar un panorama a nivel global es complejo.

Se puede clasificar segun su fuente de generacion en 2 tipos: aguas residuales domésticas, agua
que ha sido usada y descargada de zonas comerciales, residenciales e institucionales de una ciudad,
pueblo o comunidad y se recolectar a través de un sistema de alcantarillado; aguas residuales industriales,
son las aguas residuales producidas por medianas y grandes empresas o industrias, estas aguas son las
mas variables, ya que, cambian de industria a industria e incluso de proceso a proceso dentro de la misma
industria. Toda esta materia organica afecta negativamente al paradero final de las aguas residuales,
puesto que estas contienen demasiada carga organica que arruina el equilibrio ecosistémico, asi como los

servicios que brindan los efluentes y ecosistemas inmediatos ((Camarena et al., 2024).

Para la determinacion de impurezas en las aguas residuales se usan mayormente 2 parametros, la

demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigeno (DBO). La DQO es la
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equivalencia de oxigeno para los materiales organicos en la muestra que pueden ser oxidados de forma
quimica ((Morales-Mejia et al., 2021). Mientras que, DBO es la cantidad de oxigeno que necesitan los
microorganismos para la estabilizacion de materia organica en un tiempo y temperatura especificos, que

influyen de forma directa en la magnitud de oxigeno disuelto presente en el agua (Oblitas Abanto, 2022).

Tecnologias Actuales para el Tratamiento de Aguas Residuales

Para darle un correcto tratamiento a las aguas residuales se necesita saber cuales son los limites
de vertido para el cuerpo de agua receptor. Segun estos parametros se pueden dividir en 3 tipos de
tratamientos: los primarios, donde se busca una eliminacion d los sélidos suspendidos y materiales
flotantes mediante métodos fisicos como la sedimentacion; los secundarios engloban tratamientos
biol6gicos convencionales donde se incluyen estrategias como lodos activos, filtros biolégicos,
tratamientos anaerobicos, etcétera; los terciarios buscan eliminar de forma quimica los elementos que no

son tratables con métodos secundarios (Ramalho, 2021).

Los tratamientos secundarios, al usar componentes biologicos dependen mucho de la actividad
microbiana. Los lodos activos son proceso bioldgico aerobio donde se busca recuperar aguas
contaminadas o cargadas a su estado original mediante una depuracion entre un grupo de
microorganismos formados en un tanque de aeracion y las aguas residuales (Ramirez Jiménez, 2021). En
los tratamientos aerdbicos se usa un conjunto de organismos aerobios o facultativos que consumen
oxigeno en procesos de oxidacion bioldgica dando como resultado CO2, energia y mas microorganismos

(Mendoza et al., 2021).

1.5.2  Biorremediacion de Efluentes y la Limitacion Critica de la Temperatura

Biorremediacion Aplicada al Tratamiento de Aguas Residuales
Dependiendo del origen de las aguas residuales podemos encontrar diferentes componentes como
compuestos nitrogenados, carbono y fésforo en altas concentraciones que pueden deteriorar el medio

ambiente al interrumpir el equilibrio ecosistémico (Fernandez et al., 2023). La biorremediacion permite
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devolver el recurso hidrico en condiciones iguales 0 mejores a las iniciales, lo cual es vital cuando
buscamos una conservacion de este recurso, una 6ptima rentabilidad y sostenibilidad en términos de

produccién.

La biorremediacion implica muchos componentes, uno de los mas vitales son los
microorganismos, ya que, pueden transformar elementos téxicos en CO2, agua u otros compuestos menos
toxicos y estos a su vez pueden ser degradados por otros microorganismos. Para realizar procesos de
biorremediacion podemos usar bacterias, hongos, algas, entre otros. Los mas comunes son bacterias
pertenecientes a los géneros Bacillus, Aspergillus, Pseudomonas por su amplia gama de sustratos que
usan como fuente de carbono y la capacidad de proliferar en entornos extremos, por lo que, escoger el

organismo especifico para el trabajo especifico es importante(Ayilara & Babalola, 2023).

La Temperatura como Factor Limitante en el Tratamiento Bioldgico

Los tratamientos biol6gicos actuales usan organismos meséfilos, que trabajan en optimas
condiciones a temperatura ambiente, entre 25 a 45 °C. Cuando un organismo no esta dentro de sus
temperaturas dptimas presenta una menor tasa de crecimiento, reduccién de su metabolismo o incluso la
muerte. Los organismos meséfilos a bajas temperaturas presentan un choque térmico que afecta su
cinética enzimatica involucrada en procesos biol6gicos de absorcion de nutrientes, también, en
mecanismos de sintesis de proteinas, crecimiento celular, expresion de genes implicadas en vias de

metabolismo especificas, entre otros(Rapuano & Graziano, 2022).

Microorganismos Psicrotolerantes y Psicréfilos: La Solucion al Frio

Los microorganismos psicréfilos son aquellos que prosperan en el frio y crecen a bajas
temperaturas, en un rango de entre 0 a 20 °C, teniendo una temperatura optima alrededor de los 15 °C.
Los psicrotolerantes son aquellos que pueden crecer a bajas temperaturas y también a temperaturas un
poco mas elevadas similares a meséfilos. Siendo su principal diferencia el rango de temperatura de

crecimiento(Kanekar & Kanekar, 2022). Entre sus adaptaciones fisiol6gicas presenta mecanismos de
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composicion de proteinas, inactivacion de enzimas y modificacion de estructuras celulares produciendo
proteinas de choque térmico, anticongelantes, crioprotectores y activas en frio. Los organismos psicrofilos
estan presentes en ambientes frios como glaciares, desiertos frios, superficies polares, entre otros(Kim

et al., 2021).

1.5.3 Microbiologia antartica y su potencial Biotecnolégico

El Ecosistema Antartico como Laboratorio Natural de Extremoéfilos

Las investigaciones antarticas en su mayoria se desarrollan en la Isla Rey Jorge, debido a su facil
acceso. IRJ cuenta con 13 estaciones de investigacion en varios puntos de la costa en la isla, ya que, el
90% de la isla esta cubierta de glaciares(Dziembowski & Bialik, 2022). El clima en dicha isla esta ligado
por el clima subpolar y el marino teniendo una temperatura promedio de —1.7 °C (min. =-5.7 °C en julio,
max. =1.9 °C en enero). Si bien, su clima es extremadamente frio la regién antartica presenta una
impresionante vida microbiana. Las comunidades microbianas bacterianas, eucariotas, arqueas e incluso
los virus, constituyen parte fundamental para el ecosistema antartico(Abirami et al., 2021). Alrededor del
78% de las unidades taxondmicas operacionales bacterianas de las aguas oceénicas superficiales
antarticas son exclusivas de este polo, su diversidad microbiana esté influenciada por luz, viento,

nutrientes, salinidad, temperatura del sitio del muestreo.

Adaptaciones Moleculares de los Microorganismos al Frio

Los microorganismos presentan una gran variedad de mecanismos de supervivencia frente al frio,
estas adaptaciones pueden ser Unicas dependiendo de la especie(Shen et al., 2021), entre las mas comunes

tenemos:

Regulacion de la fluidez de la membrana celular. - Este se da a través de varios mecanismos
relacionados a los lipidos y las proteinas presentes en la membrana. El estado de la bicapa varia de fluido
de desordenado y delgado a ordenado y grueso con cadenas de acilo grasos a la temperatura del

organismo a una organizacion de fluido anionico (Cecconet et al., 2022). Otro componente clave es la
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regulacion de la desatura de &cidos grasos que pude degradar &cidos grasos ramificados y polinsaturados,

los cuales son importantes en el mantenimiento de la fluidez de la membrana celular.

Proteinas adaptadas al frio. - Este mecanismo hace referencia a las proteinas que se sobre
expresan en condiciones de frio y son usadas para mantener las actividades fisiologicas regulares de los
organismos. Las dos mas importantes son las proteinas de choque térmico y las proteinas que se adhieren
al hielo. Las primeras actual como un abrigo de ARN que ajusta de forma dinamica la estructura
secundaria del ARNm para la regulacion global de niveles de expresion de proteinas (Shen et al., 2021).
Las segundas funciones como las proteinas anticoagulantes que reducen la temperatura de congelacion e

inhiben el crecimiento de los cristales de hielo.

Potencial de los microorganismos antarticos en la biodegradacion de efluentes

El rendimiento en tecnologias de tratamiento de aguas residuales depende es notoriamente mejor
en climas célidos, y en condiciones psicréfilos puede generar el uso de calentamiento adicional para
calentar los reactores dando balances energéticos negativos. Los microorganismos psicrotolerantes al
contar con adaptaciones para estas condiciones climéaticas presentan una ventaja significativa, ya que,
pueden ser usados tanto en condiciones frias como en condiciones mesoéfilas. En un estudio a escala piloto
de campo para el TAR municipales se concluyé que la temperatura es muy importante para el correcto
desarrollo del proceso y que con una combinacion de estrategias donde implicaban la fomentacion
digestores anaerdbicos de lodos con organismos psicrofilos mejoré el rendimiento del tratamiento en

términos de reduccion de materia organica y produccion de metano a bajas temperaturas.

1.5.4 Desarrollo de Consorcios Microbianos para la Optimizacion del Tratamiento de Aguas
Residuales

Fundamentos de los Consorcios Microbianos

Los consorcios microbianos son grupos indefinidos o definidos de bacterias, hongos, levaduras,

etc., que pueden trabajan juntos con un propésito en especifico como la degradacion de un compuesto. En
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biorremediacion surgieron como respuesta a las limitantes de usar un solo organismo frente a
contaminantes complejos como condiciones de estrés y obstaculo de metabolismo (Mittermeier et al.,
2023). Los consorcios microbianos suelen mostrar multifuncionalidad y resistencia acorde a las diversas
especies que trabajan juntas para el aprovechamiento de todas las formas de sustratos. Cuando se
distribuye el trabajo entre las diferentes cepas del sistema se pueden evitar las limitantes consecuentes de
la carga metabolica de la sobreexpresion génica, inhibidores, acumulacién de subproductos, entre otros.
El equilibro dindmico que se produce entre las cepas de un consorcio les da una fuerte resiliencia frente a

entornos complejos con fluctuaciones ambientales (Li et al., 2021).

Estrategias de Aislamiento y Seleccion para la Formulacion de Consorcios

Para el correcto aislamiento de los microorganismos se utilizan presiones selectivas como el
enriquecimiento inducido que consiste en promover el crecimiento de una comunidad microbiana
adaptada a un tipo especifico de sustrato o contaminante en el caso de la biorremediacion (Li et al., 2021).
Esto permite obtener microorganismos con la capacidad metabdlica de interés y descartar a los que no

permitiendo su posterior cultivo axénico.

Los cultivos axénicos son cepas monoespecificas que crecen en condiciones especificas, es decir,
los aislados sin ningun tipo de contaminacion. En muchas ocasiones las condiciones para el desarrollo de
un microorganismo son recalcitrantes, lo que impide su uso en programas de consorcios microbianos
donde la sinergia microbiana cambie las condiciones bioldgicas del entorno (Cao et al., 2022). Escoger el

método de axenicidad es esencial para poder obtener aislados especificos y estables.

Por ultimo, la coexistencia de los microorganismos es fundamental, en un entorno natural los
microorganismos rara vez se encuentran aislados, mayormente coexisten como microcolonias o
biopeliculas. Siempre existe una posible interaccion entre microorganismos y esta puede ser buena o
mala(Dextro et al., 2024). Cuando las interacciones son positivas, la relacién se llama sinergismo y se

define como la interaccion entre microbios donde todas las partes se benefician, mientras que una
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interaccion negativa se denomina antagonismo (Salinas et al., 2023). En la formulacién de un consorcio
microbiano se busca que todas las cepas sean sinergistas para que promuevan su crecimiento y

proliferacion (Sarsan et al., 2021).

Evaluaciéon de la Eficiencia del Consorcio Mediante DQO y DBO

Poder determinar el nivel de riesgo de un agua residual de forma cuantitativa es esencial. El
inadecuado manejo de estas aguas en el siglo XXI ha producido el 4% de muertes a nivel mundial y el
5.7% de la carga de enfermedades en el mundo. El DQO y DBO se utilizan para cuantificar aguas
residuales debido a que en conjunto permiten evaluar su grado de contaminacion y su biodegradabilidad

(Tauzene Afonso Matangue et al., 2018).

El DQO se utiliza para medir la fuerza de los contaminantes en las aguas residuales, pero presenta
una desventaja principal, mide los contaminantes biodegradables y los no biodegradables, por lo que, no
permite medir por si sola la capacidad biodegradable del agua residual. Mientras que, el DBO se limita
solo a dar la fraccion biodegradable. Al relacionar ambos parametros obtenemos DBO5/ DQO, dicha
relacién nos permite medir la biodegradabilidad de la materia organica presente en el agua residual. Se
consideran los valores mayores a 0.5 altamente biodegradables y los inferiores a 0.5 como poco

degradables (Tran et al., 2015).



Capitulo 2



2  Metodologia

2.1 Muestreo

La recoleccion de muestras se realizd durante la Expedicion Antartica Chilena No. 58/
Expedicion Ecuatoriana No. 26 en el primer mes de 2023 dentro del verano antartico. Se recolectaron
veinticuatro muestras de varios sitios costeros y en alrededores de las bases dentro de la Isla Rey Jorge.
Los datos de coordenadas geogréaficas de las 43 muestras recogidas fueron obtenidos mediante el Sistema
de Informacion Geografica (Quantum GIS 3.16.0) y estan detallados en la Tabla X y Fig. X. Las zonas
especificas que se tomaron en cuenta para la seleccion de muestras fueron 24 incluyendo zona costera,
liquenes y musgos, anidamientos de aves, areas de fusion y areas con abundante materia organica. Se
recolectaron alrededor de 50 gramos de suelo por muestra utilizando una pala metéalica y fueron
depositados en tubos falcon de 50 ml o bolsas ziploc, ambos estériles. Las muestras se guardaron a -20 °C

hasta su transporte y procesamiento.

lustracion 1

Mapa de zona de muestreo en la Isla Rey Jorge.
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Tabla1

Coordenadas geogréficas de la zona de muestreo en la isla Rey Jorge

Geographical coordinates

Sample Latitude (S) Longitude(W)
BCF 11 B 62° 5' 4.649 58° 23' 37.250
BCF 12 A 62° 5' 3.950 58° 23'41.179
BCF 13 A 62° 5'20.549 58° 24' 28.779
BCF 18 A 62°5'9.339 58° 25' 5.609

BCF 2 A 62° 4' 27.049 58° 25' 9.190

BCF 3 A 62° 4' 27.709 58° 24' 59.859
BCF 4 B 62°5'11.619 58° 24' 34.890
BCF 6 A 62° 4' 28.690 58° 25'1.390

BCF 7 B 62° 4'59.579 58° 23' 31.739
BCF 8 A 62° 4'59.140 58° 23' 28.160
BCF 8 B 62° 4' 59.690 58° 23' 27.970
BCF 9 A 62° 4' 57.570 58° 23' 26.769
BECU 1 A 62° 7' 16.999 58° 23' 37.359

2.2 Aislamiento de microorganismos antarticos

Para este estudio, se seleccionaro 24 muestras que fueron procesadas de dos maneras. Creando
dos grupos que fueron denominados arbitrariamente “A” para el primero y “B” para el segundo. En
ambos casos se siguid el protocolo de asilamiento propuesto por (Pulschen et al., 2017) modificado.
Donde se reemplazd la solucién salina por agua residual sintética domestica planteado por (Guerrero
et al., 2009) compuesta de 200 mg/L almiddn, 21 mg/L ovoalbumina, 0.03 ml/L aceite de oliva, 13 mg/L
urea, 5.26 mg/L KHyPQO,4, 22.05 mg/L CaCl,-2H,0, 0.43 mg/L MgSO,-7H.0, 21.3 mg/L KCL, 8.76
NaHCOs;, 100 mg/L extracto de levadura, 1 ml/L solucién de micronutrientes usada para la actividad de
ureasa, la solucion de micronutrientes fue reemplazada por una solucién de traza dada por (Liu et al.,
2013). Cada muestra fue plagueada en una difusién serial con proporcion de 1:10 de Nutrient Broth Agar
(NBA) compuesto de 0.8 g/L BD DIFCO™ Nutriente Broth, 10 g/L BD BACTO™ Agar. Luego, se
incubaron las placas a 15 °C por 15 dias en condiciones oscuras, segun (Danilovich et al., 2018). Después

de la incubacidn, se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) para cada dilucion y replicado.



Por altimo, se transfirieron a placas con NBA fresco las colonias con morfotipos distintivos usando
palillos de dientes estériles e incubandolas en las condiciones antes mencionadas. Para la seleccion inicial
de aislados se utilizé su textura, forma, color, sustrato como caracteristicas de crecimiento macroscépico.
Tanto los colores de los aislados como su produccion de pigmento fueron medidos con su cédigo HEX
mediante la aplicacion movil Color Grab V3. 9. 2 LOOMATIX (www.loomatix.com). Ademas, se realizo
la técnica de tincion de Gram para la caracterizacion microscopica propuesta por (Tripathi & Sapra,
2020). Los aislados seleccionados fueron puestos en placas Petri con BD DIFCO™ Nutriente Agar
siguiendo la concentracion propuesta por el fabricante e incubandolas a las mismas condiciones

anteriores.

2.3 Bioprospeccion enzimética

Para determinar las actividades enzimaticas de cada aislado se tomaron en cuenta cinco diferentes
sustratos, almidon, aceite de girasol, gelatina, leche descremada y urea para la actividad enzimatica de
amilasa, lipasa, gelatinasa, proteasa y ureasa respectivamente. El protocolo seguido para los tres primeros
sustratos fue el propuesto por (Danilovich et al., 2018) modificado ligeramente en cuanto a la inoculacion
de las placas donde pasé de ser 10 pl de medio de crecimiento activo a inoculacion por picadura de los
aislados crecidos en BD DIFCO™ Nutrient Agar. Para la degradacion de leche se usé el protocolo
planteado por (Salwan et al., 2020) y para la actividad hidrolitica de urea se usé el protocolo propuesto
por (Hirani et al., 2022) Modificado donde se reemplazé el fosfato de potasio monobasico por peptona.
Todos los ensayos se incubaron por 7 dias a 15 °C luego de eso se realizd la verificacion de los resultados
mediante la observacion de un halo de degradacion al alrededor de la colonia u otros métodos explicados
a continuacién. Y se utilizo la herramienta Imagen J para la determinacién del halo y el crecimiento de la

colonia usando la siguiente formula para determinar a los mejores.

Degradacion del sustrato = @ halo — @ colonia



Degradacion de almidén — Para esta degradacion se uso agar nutritivo compuesto de 5g/L
peptona, 5g/L extracto de levadura, 5g/L NaCl, 15 g/L agar, adicionando 10g/L de almidén soluble para
esta prueba en particular. La hidrolisis del almidon se observé mediante la presencia halos claros

alrededor de cada colonia una vez tefiida con solucion de yodo Lugol.

Degradaciéon de aceite — Para esta prueba se usé el agar nutritivo descrito anteriormente,
omitiendo los 5 g/L agar, se afiadi6 20 g/L goma arabica, 1 g/L rodamina B y 3% (v/v) aceite de oliva. Su
actividad enzimatica se observé exponiendo las placas a luz UV, donde se marcaron positivo a las

colonias con una zona naranja-rosa fluorescente alrededor de las colonias.

Degradacion de gelatina — Se le agreg6 al medio de agar nutritivo 12%(w/v) de gelatina pura. Su
actividad hidrolitica se observé mediante un halo traslucido alrededor de las colinas y la generacion de

licuefaccion como marcadores positivos.

Degradacién de leche — Se utilizé el medio TM MEDIA® Skim Milk Agar el cual es un medio
que contiene cantidad de leche descremada suficiente para la prueba. El resultado positivo se notd por un

halo claro alrededor de cada colonia.

Degradacién de urea — EI medio consistié en 1 g/L peptona, 1 g/L dextrosa, 5 g/L NaCl, 15¢/L
agar, 15 g/L urea y 0.012 g/L rojo fenol. El resultado de esta prueba se evidencié con el cambio de

coloracion alrededor de las colonias, tornandose de amarillo a rosa.

2.4  Produccion enzimatica

Se us6 un medio especifico para cada tipo de sustrato, que permitid el crecimiento optimo del
microorganismo y una buena produccion enzimatica. El protocolo seguido para la produccion enzimatica
amilasa fue el propuesto por (Mishra et al., 2014), el método usado para la produccion de proteasas (se
utilizé para los sustratos de gelatina y leche descremada) fue el expuesto por (Lakshmi et al., 2014) el
protocolo para la produccion de lipasa usado fue dado por (Al Mohaini et al., 2022), finalmente para la

produccidn de ureasa se manejo el protocolo de (Lapierre et al., 2022) descritos a continuacion.



Produccion de amilasa — Se prepar6 un medio compuesto de 1 g/L. KH2PO4, 2.5 g/L NaH,PO., 1
g/L NaCl, 2 g/L (NH4).SO4, 0.05 g/L MgSO4-7H,0, 0.05 g/L CaCly, 2 g¢/L triptona, 10 g/L almidoén
soluble y pH 7.0. Cada aislado con una bioprospeccion positiva fue inoculado por picadura en 200 ml de
este medio a 20 °C con una revolucion de 120 rpm por 8 dias. Luego de esto se extrajo una muestra de 15
ml la cual se centrifugd a 5000 rpm a 4 °C por 15 minutos, conservando el sobrenadante y descartando el

pellet.

Produccion de lipasa — Para este ensayo se us6 un medio de crecimiento enzimatico LIFE
INVITROGEN™ Luria Bertani Broth Base (Lennox Broth Base) con aceite de oliva en cantidades de 250
ml y 10 ml respectivamente con pH ajustado a 7.2. Las condiciones de incubacion fueron 20 °C, con

agitacion a 150 rpm por 8 dias.

Produccion de ureasa — para el cultivo de los microorganismos con bioprospeccion positiva se
us6 un medio de CaSO" con pH ajustado a 7.5 compuesto de 10 g/L glucosa, 20 g/L urea, 20 g/L peptona,
1.7 g/lL K;HPQ,4, 5 g/L NaCl, 50 ml/L de solucién de caldo de micronutrientes y 5 ml/L de solucion de
caldo de hierro. La solucion de caldo de micronutrientes contiene 8.54 g/L MgCl,-6H.0, 0.18 g/L
ZnS04-7H0, 0.56 g/L MnS04-3H.0, 0.085 g/L Co0SO47H.0, 0.08 g/L CuSO.;-5H,0, 0.06 g/L
(NH4)6M07024-4H,0, 0.2 g/L NiCl,-6H,0 y 0.2 g/L EDTA. La solucion de caldo de hierro consiste en 1
g/L FeCl;-6H,0 y 1g/L FeCl,. Se incubd por 8 dias a 20 °C con 50 ml del medio en matraces Erlenmeyer

de 250 ml usando agitacién constante de 300 rpm.

Produccién de proteasa — Se utilizd6 un medio de produccién enzimatica estandar con 5 g/L
glucosa, 7,5 g/L peptona, 1g/L FeSO47H,O y 50 ml/L de solucion salina compuesta de 5 g/L
MgSQO,4-7H,0 y 5 ¢g/L KH.PO.. Las condiciones de incubacion fueron a 20 °C con agitacion a 160 rpm

por 8 dias.



2.5 Ensayo enzimético

Luego del periodo de incubacion, se centrifugaron todas las muestras a 4 °C, 12000 rpm por 10
minutos y se prepararon los sobrenadantes para los ensayos, donde, se utilizaron los métodos propuestos
en los articulos usados para su produccién enzimatica, mencionados anteriormente. La excepciones
fueron el ensayo de amilasa donde se us6 el método propuesto por (Bernfeld, 1955) y el ensayo

enzimatico de ureasa (Mekonnen et al., 2021)

Ensayo de amilasa — se coloc6 1 ml del sobrenadante en 1 ml de solucion de sustrato de almidén
e incubo a 20 °C por 3 minutos, luego, se adiciond 1 ml de DNS e hirvi6 durante 15 minutos. Se enfri6 a

temperatura ambiente y se agreg6é 9 ml de agua desionizada y leyé a 540 nm.

Ensayo de lipasa — se utilizd el método titrimétrico, utilizando una mezcla de reaccién con
aceite de oliva como sustrato a 7.0 pH, 10% de aceite de oliva emulsionado en 10% de goma arabica
(p/v),2 ml de solucion de cloruro de calcio al 0.6% y 5 ml de tampén fosfato de sodio 0.2 mol/L. Despues,
se agregd 1 mL de cada solucidn de enzima lipasa cruda a las mezclas de reaccion individualmente.
Ademas, se incubaron una hora a 20 °C a 150 rpm. Luego de la incubacion se agregd 20 ml de solucion
de acetona: etanol (1:1) para la interrupcién de la reaccion. También, se agregaron 2-3 gotas de indicador
de fenolftaleina a cada coctel de reaccién. Finalmente, las mezclas de reaccidn se titularon con una
solucién de NaOH 0.05 M hasta obtener un punto final de color rosa a 10.0 pH. Para los controles se hizo
el mismo procedimiento, pero se cambio el orden de los reactivos afiadiendo las enzimas crudas luego del

interruptor de reaccion.

Ensayo de ureasa — se mezclé 1 ml de medio de produccién enziméatica inoculado por 24 horas en
9 ml de solucién de urea a 1.11 M, se dejo6 incubar por 5 minutos a 20 °C a 150 rpm. Se midié la
conductividad de la mezcla bacteria-urea mediante un conductimetro continuamente durante 5 minutos.
Se cred un gréafico de Conductividad vs. Tiempo para cada aislado y se tomo la pendiente del grafico

como tasa de cambio de la conductividad. Se multiplicé la tasa por el factor de dilucidn inicial (10).



Luego, se multiplico por el factor de conversion (1/pendiente de la curva de calibracién) para obtener el
resultado en unidades quimicas. Finalmente se divide el resultado anterior sobre la densidad dptica del

medio a 600 nm, dando como resultado la actividad ureasa especifica.

Ensayo de proteasa — 1 ml de la enzima fue afadido en 2 ml de caseina compuesta de 1% p/v en
0.1N glicina — buffer de NaOH con 10 pH, la mezcla fue incubada a 20 °C por 15 minutos. Luego, se
afiadié 3 ml de acido tricloroacético al 10 % y centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se tomo 1
ml del sobrenadante fue mezclado con 5 ml de reactivo alcalino de cobre para incubarlo durante 15
minutos. Se agregd 0.5 ml de reactivo folin-ciocalteau y se dejo reposar por 30 minutos, finalmente se
midio la absorbancia a 700 nm. El blanco se realiz6 de igual forma, pero utilizando agua en lugar de

enzima.

2.6 Conformacién de Consorcio

Luego del ensayo cuantitativo de cada aislado se utilizaron 2 caracteres para la creacion de una
lista con candidatos a consorcios microbianos. Del universo de aislados con actividad positiva se escogio
a los que obtuvieron una mayor degradacion de un sustrato especifico y mayor cantidad de sustratos
degradados, con resultados significativos. Se seleccionaron a los 4 mejores de ambos caracteres
mencionados para la integracién de cada consorcio, se incubé cada aislado seleccionado en medio Luria-
Bertani Broth a 12 °C, 170 rpm, hasta alcanzar una densidad 6ptica optima ODSeq = 1, una vez alcanzada
la densidad deseada se realizé una solucién con los aislados para cada consorcio en proporciones 1:1 y se
conservo a 4 °C hasta la siguiente Fase. Adicionalmente, se extrajo la biomasa de cada asilado incubado
mediante centrifugacion a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C y se conservo a la temperatura anterior para

la segunda fase de la medicién de DQO y DBO.

2.7 Medicién de DQO y DBO

Se realiz6 un ensayo de degradacion de materia organica en medio de agua residual sintética

explicado anteriormente, para la realizacion de este ensayo se trabajo con el laboratorio de aguas de la



Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de ESPOL. Se establecié un disefio experimental
compuesto de 2 factores. El primer factor compuesto de 2 niveles, el primer nivel fue el consorcio
microbiano 1 (C1) el cual tiene a los aislados con una mayor actividad enzimatica de sustrato especifico y
el segundo nivel con el consorcio microbiano 2 (C2) el cual tiene a los aislados con mayor cantidad de
sustratos degradados, el segundo factor cont6 con un solo nivel, la temperatura (T1), la cual estuvo a 20
°C. Para el primer ensayo se colocé en matraces de 250 ml, 200 ml del medio de agua residual sintética,
se uso triplicado para los niveles del primer factor con un control negativo dando en total 7 matraces con
medio ARS. Cada matraz se inoculé con 1 ml de su respectivo consorcio y se incubo a la temperatura
establecida para el factor 2 en agitacién continua de 100 rpm durante 7 dias. Se hicieron tomas de
muestras a las 4, 28, 77 ,101 y 173 horas para medir DQO. Se repitio el ensayo con el consorcio mas
favorable. Para el segundo ensayo se utilizd diferentes concentraciones del consorcio repitiendo el mismo

procedimiento del primer ensayo. Realizando el correspondiente analisis estadistico.

3  Resultados

3.1 Aislamiento y caracterizacion

De las 24 muestras seleccionadas en la expedicion Antértica se obtuvo un total inicial de 170
aislados para el grupo Ay 96 aislados para el grupo B, luego de sus respectivos aislamientos para cada
grupo. Dichos aislados fueron sometidos a una bioprospeccién en medio solido donde se logré reducir el
namero de aislados a un total de 131 aislados con actividad enzimatica positiva para al menos un sustrato.
Lo que correspondid al 49.24% del total de los aislados con potencial industrial, para poder reducir la
cantidad de aislados se utilizé la férmula de degradacion del sustrato dando un total de 61 aislados con los
mejores resultados. De estos aislados el 33.3% dio positivo para gelatinasa, el 23.4% para ureasa, el 18%
para amilasa, el 12.6% para proteasa y el 12.6% para lipasa. Entre los mejores resultados se encontro el
aislado A.10.5 o A21.5 [Tabla 1], este primer ensayo permitié diferenciar los aislados podian generar
enzimas extracelulares de aquellos que producian enzimas intracelulares. Esto permitié descartar a estos

Gltimos, que tenian menos eficiencia en comparacion a los otros.



Tabla 2

Resultados de la prueba de halo de degradacion de sustrato orgénico.

Aislado Sustrato halo Colonia Degradacion
A5.9 Urea 9.00 2.780 Total
A21.5 Gelatina 4.587 1.287 3.300
A8.8 Proteina 3.167 1.126 2.041
A21.5 Urea 9.00 2.345 Total
A5.1 Gelatina 4.899 2.038 2.862
B9.1 Almidon 2.764 1.480 1.285
A10.5 Almidén 3.226 1.348 1.878

3.2 Cuantificacion de actividad enzimatica
Para este ensayo se redujo el grupo anterior de 61 a 32 aislados mediante el criterio de sustratos

degradados > 1. Luego del periodo de incubacion se realiz6 cada prueba en individual en duplicados o
triplicados segun los reactivos dispuestos para su posterior analisis estadistico. Dichos resultados

mostraron que:

Para la enzima amilasa se realizaron varias cuantificaciones a diferentes temperaturas para
comprobar la capacidad psicrotolerante. Mostrando resultados prometedores a 15, 20, y 30 °C. La
temperatura optima fue 20 °C y la que marco la temperatura para el resto de los ensayos. Dentro de este
ensayo se destacO que 5 aislados tuvieron resultados significativamente diferentes a los demas. Siendo los
mejores asilados el A9.1, B34.9, B14.1, B26.2 y A10.5, este ultimo con una actividad de 1.615 mg/mL y
una desviacién estandar de 0.04 mg/mL, seguido del aislado B26.2 con 1.277 mg/mL con una desviacion

estandar de 0.05 mg/mL [llustracion 2]



llustracion 2

Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima amilasa
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Para la enzima proteasa se obtuvieron 9 aislados con un resultado distinguido en comparacién a
los otros aislados, resultados desde los 0.443 hasta los 0.908 ug/mL. EI mejor lo tuvo el aislado A5.1 con

0.908 ug/mL con una desviacioén estandar de 0.02 ug/mL seguido de B21.8 con un resultado de 0.700

ug/mL y una desviacion estandar de 0.01 ug/mL.

llustracion 3

Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima proteasa
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Para la enzima ureasa se contd con 3 aislados que superan los 25 ug/mL con unos valores de
94.88 ug/mL para el aislado B23.4, 88.21 ug/mL para el aislado B23.3 y 36.96 ug/mL para el aislado

B32.12. Dichos aislados tuvieron una desviacion estandar de 8.43 ug/mL, 7.90 ug/mL y 3,24 ug/mL

respectivamente.

llustracion 4

Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima ureasa
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Por ultimo, para la enzima lipasa se obtuvo que 4 aislados pasaron los 0.05 ug/mL, 3 aislados del
grupo A y uno del grupo B. El aislado con mayor actividad enzimatica especifica fue el A24.6 con 0.09
ug/mL, seguido de A16.7 con 0.08 ug/mL, A7.2 y B21.3 con 0.06 ug/mL. La desviacién estandar para

cada aislado fueron 0,003 ug/mL, 0.004 ug/mL, 0.01 ug/mL y 0.01 ug/mL respectivamente.



llustracion 5

Resultados de la prueba cuantitativa para la enzima lipasa
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Luego de los ensayos cuantitativos de actividades enzimaticas, se redujo el listado de aislados
mediante el criterio de mejores resultados cuantitativos. Obteniendo la siguiente tabla donde se
observaron 8 aislados [Tabla 2]. De esta tabla se uso el criterio de formacion de consorcio, para formular

2 consorcios microbianos.

Tabla 3

Tabla general de resultados cualitativos y cuantitativos de los mejores aislados.

Ensayo cualitativo Ensayo cuantitativo
COD gelatinasa amilasa lipasa proteasa ureasa Act. amilasa  amilasa  lipasa proteasa ureasa
Enz. 20c 30c
A24.6 *x *x * * 4 119.33
B26.2 * * * * 4 1,28 1,453 16,11 3,83
A10.5 *x *x * 3 1,62 0,257
A5.1 *x *x * 3 0,908
B23.1 * * * 3 26,11 0,586 88,21
B23.4 * * * 3 18,33 94,88
A16.7 *x * 2 66,67
B14.1 * * 2 1 1,032

El primer consorcio microbiano estuvo compuesto de los aislados A24.6, B26.2, A10.5y B23.1.
El segundo consorcio microbiano esta compuesto de los aislados A24.6, B26.2, A5.1 y B23.4. Dichos
aislados fueron secuenciados por una empresa externa para su identificacion molecular. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla [Tabla 3] donde se pudo comprobar que todos los microorganismos usados
son bacterias, por lo que, los consorcios microbianos seran pasados a llamar consorcios bacterianos.



Tabla 4

Resultados de la identificacion molecular mediante secuenciacion de los mejores aislados.

Cddigo Tamafio (nt) Valor E Organismo

A24.6 499 4E-172 Serratia marcescens

B26.2 1069 0.0 Pseudomonas
paralactis

Al10.5 1006 0.0 Exiguobacterium
antarcticum

A5.1 952 0.0 Serratia
surfactantfaciens

B23.1 1095 0.0 Arthobacter sp.

B23.4 1071 0.0

3.3 Ensayo de degradacién de aguas residuales

Los consorcios bacterianos establecidos anteriormente fueron usados en el primer ensayo donde
obtuvimos que el primer consorcio presenté una mayor reduccion del DQO con casi el 50% menos en un
lapso de 173. Mientras que el consorcio 2 solo presentd una degradacion del 25%, esto representd un
rendimiento inicial doble para el primer consorcio en comparacion al segundo ya que sus valores iniciales

de DQO rondan los 400 mg/L.



llustracion 6

Resultados del primer ensayo de reduccion de DQO con los consorcios conformados.
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Se repitiod el ensayo 2 veces solo con el consorcio 1 donde los resultados dieron una linealidad
con el porcentaje de degradacion de alrededor del 50% usando un inoculo de 1 ml a ODgoo = 1 equivalente

a una concentracién de 0.01 g/L.

Para el segundo ensayo se usaron 3 diferentes concentraciones del consorcio 0.005, 0.01 y 0.025
g/L adicionalmente del control negativo. Este ensayo se realiz6 para determinar si la concentracion del
consorcio interferia con la reduccion de DQO, todas las concentraciones dieron alrededor del 50% de

reduccion del DQO.



llustracion 7

Resultados de reduccion de DQO con diferentes concentraciones de consorcio
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Para determinar si la diferencia de concentracion es significativa se realiz6 un andlisis estadistico

ANOVA. Donde se pudo determinar que:

Tabla5

Parametros para el andlisis estadistico

Prueba Estadistico Valor p Conclusion
Shapiro-Wilk (Normalidad) W =0.9676 0.0668 Normalidad aceptada (p > 0.05)

Levene (Homogeneidad) F=0.46 0.9822  Varianzas homogéneas (p > 0.05)

El efecto de la concentracidn fue significativo (p = 0.000115, p < 0.001), lo que indica que los
niveles de concentracion afectan significativamente la respuesta. El efecto del tiempo fue significativo (p
=1.41e-12, p < 0.001), indicando una fuerte influencia del tiempo sobre la respuesta. Pero la interaccion
entre concentracion y tiempo no fue significativa (p = 0.1309, p > 0.05), lo que sugiere que el efecto del

tiempo no dependia significativamente de la concentracion y viceversa [Tabla 6].



Tabla 6

Resultados del andlisis estadistico de sus variables y sus combinaciones.

Fuente de Variacion GL (Df) SumSq MeanSq F Valor p  Signif.
Concentracion (g/L) 3 3117 1039.1 8.85 0.000115 ***
Tiempo (h) 6 18093  3015.5 25.69 1l.4le-12 ***
Concentracion x Tiempo (Inter.) 18 3212 178.4 1.52  0.1309 ns
Residuals 42 4929 117.4

Ademas, A partir de las 6 horas, las diferencias respecto al tiempo 0 fueron significativas, con
mayor remocién a 24, 48 y 168 horas, lo que comprueba el analisis estadistico anterior, pero las
comparaciones entre tiempos cercanos no fueron significativas y las concentraciones de 0.005, 0.01 y
0.025 g/L muestran diferencias significativas respecto al blanco (0 g/L), pero no entre ellas, indicando que
estas concentraciones aumentan significativamente el porcentaje de remocion. No se observaron
diferencias significativas entre los niveles de concentraciones positivas (0.005, 0.01, 0.025 g/L), lo que
sugiere que el efecto del aumento de concentracion podria estabilizarse en estos rangos.

Tabla7

Resultados del analisis estadistico de la comparacion de tiempos.

Factor Comparacion p-valor Significancia

Tiempo (h) 2-0 0.152 No significativa
6-0 0.0008 Significativa
24-0 0.00001 Significativa
48-0 0.00000 Significativa
168-0 0.00000 Significativa

Concentracion (g/L) 0.005-0 0.00021 Significativa
0.01-0 0.00008 Significativa
0.025-0 0.00408 Significativa
0.01-0.005 0.976 No significativa
0.025-0.005 0.517 No significativa

0.025-0.01 0.290 No significativa




4  Conclusiones

Este estudio demuestra el potencial de los ecosistemas antérticos como fuente d microorganismos
con capacidades biotecnoldgicas para la biorremediacion. Se lograron aislar una coleccién de 266 cepas
bacterianas, de las cuales un 49.24% (131 cepas) muestran actividades enzimaticas positivas para al
menos un sustrato organico. La estrategia utilizada, que pasa de una cribado cualitativo a uno cuantitativo,
es fundamental para reducir el universo de estudio a 61 cepas con un rendimiento superior en la

degradacion de sustratos complejos a 15 °C.

La cuantificacion de la actividad enzimatica a 20 °C permite identificar cepas bacterianas con un
rendimiento sobresaliente, destacando aislados como Exiguobacterium antarcticum por su alta actividad
amilasa y Serratia surfactantfaciens por su notable actividad proteasa. La capacidad de estas cepas para
producir enzimas eficientes a temperatura sub-6ptimas para microorganismos meséfilos confirma su
potencial para el tratamiento de efluentes en regiones frias, ademas de su potencial en regiones calidas.
Estos datos permiten disefiar y formular dos consorcios bacterianos. EI primero (C1) esta disefiado bajo

un criterio de especializacion funcional. El segundo (C2) se basa en la versatilidad de sus componentes.

La evaluacion final en un modelo de agua residual sintética confirma el potencial biotecnolégico
de los consorcios formulados. El consorcio C1 demostra ser significativamente mas eficaz, logrando una
remocién de la DQO cercana al 50% en un periodo de 168 horas, lo que representa el doble de
rendimiento en comparacion al consorcio C2. Este resultado resalta la importancia del disefio racional del
consorcio. Ademas, el analisis estadistico revela que, si bien el tiempo es un factor critico en la remocién,
el aumento de la concentracion del indculo (entre 0.005 y 0.025 g/L) no genera diferencias significativas
en el porcentaje final de degradacion. Esto sugiere que el consorcio es eficiente y robusto incluso a bajas
concentraciones, lo cual es una ventaja econdmica y operativa considerable para su aplicacion a escala

real.
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