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Resumen

La biorremediacién ha surgido como una tecnologia prometedora para el tratamiento
de la contaminacién de ambientes. Es particularmente efectiva al tratar con contaminacién
grasa en suelos, ya que las bacterias tienen un rol dominante. Por ende, es necesario com-
prender los procesos microbiolégicos y bioquimicos que regulan el comportamiento de estas
cepas en condiciones variables. A partir de esto, el objetivo del presente estudio se centrd en
detectar y caracterizar cepas bacterianas aisladas de suelo de cafia de azicar, productoras
de lipasas extracelulares termoestables y pH-estables, con potencial de armar un consor-
cio para mejorar su capacidad de degradacién de residuos grasos. Asimismo, se evalud la
estabilidad y actividad enzimatica de los extractos bacterianos en diferentes modalidades,
tanto libres como inmovilizados en perlas, evaluando las posibles interacciones competitivas.
Se identificaron cuatro cepas bacterianas con presencia de lipasas extracelulares. Con base
en pruebas espectrofotométricas con tres condiciones diferentes de pH y temperatura, se
observaron diferencias en las absorbancias medidas. Estas pueden atribuirse a un cambio
metabdlico relacionado con la actividad de las lipasas, sin embargo esta sujeto a verificacion.
En general, las pruebas realizadas en el suelo no autoclaveado presentaron valores més altos
de absorbancia, lo cual sugiere una posible sinergia con las especies bacterianas nativas del
suelo y un cambio en las propiedades fisicoquimicas del suelo. La inmovilizaciéon en perlas
no parecié mejorar la estabilidad, por lo que se debe estandarizar el proceso especificamente
para las condiciones experimentales y asi obtener mejores resultados. Dentro de los consor-
cios evaluados y las cepas individuales, se identificé una capacidad de usar el aceite como
sustrato, lo cual libera nutrientes para permitir el crecimiento de las bacterias y fortalece
su potencial de aplicacién en biorremediacién. Debido a las limitaciones identificadas, se
recomienda llevar a cabo andlisis metabolomico de las bacterias utilizadas para determinar
los compuestos involucrados en los cambios metabdlicos observados. Ademds, se sugiere
realizar pruebas de presencia de biofilm con cristal violeta y evaluar el rendimiento de las
cepas y consorcios en suelo contaminado industrialmente.

Palabras clave: lipasas extracelulares, biorremediacién, residuos grasos, metabolismo,
consorcios bacterianos.
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Abstract

Bioremediation has emerged as a promising technology for addressing environmental
contamination. It is particularly effective in treating lipid-based pollution in soils, a techni-
que in which bacteria play a dominant role. Therefore, it is essential to understand the mi-
crobiological and biochemical processes that regulate the behavior of these bacterial strains
under variable conditions. Based on this, the aim of the present study was to detect and
characterize bacterial strains isolated from sugarcane-associated soils that produce thermo-
and pH-stable extracellular lipases, with the potential to form a consortium to enhance
their capacity for fatty waste degradation. Additionally, this study aimed to evaluate the
stability and enzymatic activity of bacterial extracts under different modalities, both free
and immobilized in beads, while assessing possible competitive interactions. Four bacte-
rial strains with extracellular lipases were identified. Based on spectrophotometric assays
under three different pH and temperature conditions, variations in absorbance were ob-
served, which may be attributed to metabolic changes related to lipase activity; however,
this is subject to verification . Overall, assays conducted in non-autoclaved soil showed
higher absorbance values, suggesting possible synergy with native soil microbiota and chan-
ges in physicochemical properties of soil. Immobilization in alginate beads did not appear
to improve stability, indicating that this process should be standardized for the specific
experimental conditions to achieve better results. Among the evaluated consortia and indi-
vidual strains, the ability to use oil as a substrate was confirmed, releasing nutrients that
support bacterial growth and reinforcing their potential for application in bioremediation.
Given the identified limitations, it is recommended to perform metabolomic analyses of the
selected strains to determine the compounds involved in the observed metabolic changes.
Additionally, biofilm formation assays using crystal violet and performance evaluations in
industrially contaminated soil should be conducted.

Keywords: extracellular lipases, bioremediation, fatty residues, metabolism, bacterial
consortia.
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cAPiTULO 1

Introduccidn

La acumulacién de residuos grasosos provenientes de actividades industriales representa
un problema ambiental significativo, en especial en sectores como el de procesamiento de
cana de agzucar. Estos residuos, dificiles de degradar de forma natural, afectan la calidad
del suelo y de los cuerpos de agua circundantes, generando asi un impacto negativo tanto
ecolégico como econémico (Chandra et al., |2020). Una de las estrategias propuestas para
enfrentar esta problematica es el uso de microorganismos con capacidad lipolitica, dado
que muchos de ellos pueden degradar lipidos complejos en productos méas simples y menos
contaminantes.

Dentro de las enzimas involucradas, aquellas de cardcter bacteriano y lipolitico han
captado especial interés debido a su alta especificidad de sustrato, su capacidad de activa-
cion interfacial y su resistencia a condiciones extremas como altas temperaturas y cambios
de pH. Estas caracteristicas las hacen adecuadas para aplicaciones industriales, donde la
eficiencia en la degradacién de residuos grasos debe mantenerse bajo condiciones exigen-
tes (Rojo, [2019). Sin embargo, aunque varias especies bacterianas han sido estudiadas por
su produccién de enzimas lipoliticas, la termoestabilidad y pH-estabilidad siguen siendo
criterios criticos que limitan su uso a gran escala (Hu et al., 2018, Madan y Mishra, 2014)).

El presente estudio se desarrolld en el campo de la microbiologia ambiental aplicada, con
el objetivo de identificar cepas bacterianas aisladas de suelos asociados a cultivos de cana de
azucar que producieran lipasas extracelulares con propiedades termoestables y pH-estables.
Con base en ello, se buscé evaluar su potencial para integrarse en consorcios funcionales
que mejoren la eficiencia de degradacion de residuos grasos. Para ello, se realizaron pruebas
espectrofotométricas de los extractos bacterianos bajo tres condiciones distintas de pH y
temperatura, tanto en estado libre como inmovilizados en perlas, y se analizaron las inter-
acciones competitivas entre cepas.

Se identificaron cuatro cepas con lipasas extracelulares y se observé que las pruebas
realizadas en suelo no autoclaveado presentaron mayores valores de absorbancia. Esto su-
giere una posible sinergia con las bacterias del suelo usado y un cambio en las propiedades
fisicoquimicas del suelo. No se observé una mejora de la estabilidad con las perlas como se



esperaba, por lo que se necesita estandarizar este proceso. Ya que las bacterias evaluadas
presentaron crecimiento usando el aceite como fuente directa de nutrientes, estas tienen
potencial en el ambito de biorremediacién y, por ende, representan una base valiosa para
futuras investigaciones en este campo.



CAPITULO 2

Antecedentes

Las lipasas son parte de un grupo enzimatico con capacidad de degradacién de sustratos
lipidicos junto con las alcano monooxigenasas, alcohol deshidrogenasas y esterasas. Sin
embargo, se ha reportado que las lipasas tienen mejor capacidad de degradacién debido a
su activacién interfacial y la presencia de una tapa movil que le brinda mas especificidad
de sustratos. Un estudio realizado por Adlan y colegas en 2020 mostré que, dentro de las
enzimas mencionadas, las lipasas presentaron una actividad maés estable respecto al tiempo
y un periodo de activacién mds corto usando residuos de cera como sustrato (Figura [1).
Tomando en cuenta que la cera es una de las grasas con componentes mas complejos, las
lipasas son una buena opciéon para descomponer un amplio rango de desechos grasosos
(Adlan et al., 2020)

Tomando en cuenta que este estudio se realizé usando cepas bacterianas terméfilas, el
enfoque se coloca en aquellas lipasas de cardcter termoestable. Sin embargo, también se
debe tomar en cuenta la estabilidad al pH, debido a que esta variable forma parte de las
condiciones extremas de los procesos industriales. Por ende, estudios se han dedicado a eva-
luar la actividad de las lipasas incluso bajo estrés proveniente de cambios en temperatura
y pH. Zhang y su equipo realizaron dicha prueba en 2018 usando la lipasa BJ-10 de Pseu-
domonas fluorescens, para la cual ya se habia reportado termoestabillidad. Esta se evalué
en su estado silvestre, es decir que no tenia ninguna modificaciéon a su estructura ni a sus
genes para mejorar su actividad. Se reporté la actividad residual de la lipasa en términos
de su capacidad para seguir funcionando de forma eficaz después de haber sido expuesta a
condiciones que podrian inactivarla o disminuir su rendimiento. Esta cambié muy poco a 45
°C a lo largo de un tiempo prolongado y conservé mas del 92 % de su actividad residual, por
lo que tiene alta estabilidad a esta temperatura. Por otro lado, retuvo aproximadamente el
81, 61 y 84 % de la actividad luego de noventa minutos a 60, 70 y 80 °C, respectivamente.
Aunque la actividad fue menor, la lipasa conservé el 50 % de su estabilidad, por lo que no
pierde su actividad catalitica por completo (Figura . Esto indica ademads que esta lipasa
tiene una temperatura de funcionamiento éptima a 45 °C (W. Zhang et al., 2018)



Figura 1. Cuantificacién de la actividad enzimética en la degradacion de lipidos
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Figura 2. Efecto de la temperatura y la estabilidad en la lipasa BJ-10
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Otra especie de Pseudomonas ampliamente estudiada es P. aeruginosa, de la cual se
conocen varias lipasas. En especifico, la lipasa HFE733 es de caracter alcalino, es decir que
es mas activa en valores de pH basico (Figura . Al evaluar el efecto de la temperatura y
el pH en su actividad y estabilidad, se observé que la actividad de la enzima es éptima a 45
°C, al igual que con la lipasa BJ-10, y disminuye a temperaturas mas altas con el tiempo.
Ademas, la actividad méxima y estabilidad ocurren en un rango de pH de 7 a 8. Cabe
resaltar que el mayor porcentaje de actividad termoestable se mantuvo hasta por treinta
horas, pero la pH-estabilidad solo se sostuvo hasta cuatro horas cuando estaba en el pH

6ptimo mencionado (Hu et al., 2018).

Figura 3. Efecto de la temperatura y el pH en la actividad y la estabilidad de la lipasa purificada
de P. aeruginosa HFE733
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Tomando en cuenta el potencial sinérgico que pueden tener estas bacterias entre si,
se han realizado estudios enfocados en la construccion de consorcios bacterianos para la
degradacién de grasas en suelo contaminado. Uno de los més exitosos es el de Creencia
y su equipo, quienes seleccionaron aislados de areas de manglares y de aguas residuales
de biodiésel cuyas actividades lipoliticas se habian evaluado cualitativa y cuantitativamen-
te. Tomando los aislados con actividades mas altas, se generd un consorcio que logré una



eficiencia de degradacién de aceite residual de 94.84 %, considerablemente mayor que los
porcentajes individuales. Bajo condiciones 6ptimas parcialmente optimizadas, se logré has-
ta el 96.99% de degradacién luego de siete a ocho dias de incubacién, demostrando la
ventaja de utilizar cultivos mixtos en lugar de cultivos puros, ya que la cooperacién entre
las diferentes especies bacterianas puede aumentar la actividad lipolitica y la estabilidad
del proceso de degradacién (Creencia et al., 2014)). Aunque en este caso se logré un largo
periodo de actividad, la estabilidad bajo condiciones més similares a las industriales puede
disminuirse. Se han hecho estudios para lograr extender la estabilidad durante horas, co-
mo en la experimentaciéon de Hu y colegas, pero manteniendo también la pH-estabilidad y
un alto porcentaje de actividad. Se deben complementar los estudios realizados para tener
lipasas disponibles en el mercado que cumplan con estas necesidades.

Sabiendo que la termoestabilidad y la pH-estabilidad contribuyen a una mejor actividad
de las lipasas, ciertas investigaciones se han centrado en determinar qué factores influyen
en la estabilidad de las lipasas, sin que estas pierdan su funcién y desempeno. Un estudio
realizado en 2002 por Tyndall y su equipo se enfocd en determinar los factores que contri-
buyen a la termoestabilidad de una lipasa de Bacillus stearothermophilus P1. En particular,
se encontré que los iones de zinc juegan un papel importante en la estabilidad, aunque no
estan directamente involucrados en la catdlisis ya que se encuentran lejos del area cataliti-
ca. Sin embargo, el sitio de unién de zinc en esta lipasa especifica estd formado por dos
residuos de histidina y dos de acido aspartico, que son comunes en algunas lipasas para las
cuales ain no se tiene informacién estructural cristalografica. Esta unién puede ayudar a
mantener la estructura de la enzima en condiciones de alta temperatura, lo que es crucial
para su funcionamiento en ambientes térmicamente exigentes (Tyndall et al., 2002).

Si bien este tipo de investigaciones se han centrado en identificar los factores estructura-
les que confieren estabilidad a las enzimas bacterianas, estudios maés recientes han ampliado
el enfoque hacia la comprensién de los procesos metabdlicos integrados en comunidades
microbianas. En este sentido, Liu et al., en el 2018 demostraron que la eficiencia degra-
dativa de hidrocarburos en ambientes con grasas no depende tinicamente de la estabilidad
individual de las enzimas, sino de la interaccién metabdlica entre diferentes taxones (Figura
. Se observé que la especie bacteriana Acinetobacter oxida completamente alcanos en
presencia de oxigeno, mientras que arqueas como Archaeoglobus y Methanosaeta tienen la
capacidad de fermentar alcanos para generar acetato y consumirlo, respectivamente. Estos
hallazgos evidencian que la degradaciéon de hidrocarburos en ambientes complejos depende
de redes metabdlicas interconectadas entre microorganismos (Liu et al.,[2018). Sin embargo,
la mayoria de los microorganismos evaluados en esa investigacién son extremofilos, por lo
que sus condiciones de crecimiento y metabolismo no siempre reflejan el comportamiento
de bacterias mesdéfilas en ambientes mas comunes o aplicables a procesos industriales.



Figura 4. Ruta de degradacién y uso de n-alcanos del aceite en Archaeoglobus
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Por ende, otros estudios han puesto su atencién en especies méas ampliamente caracte-
rizadas como aquellas del género Bacillus. La investigacion de Sdez-Navarrete y Céceres-
Zambrano (2025) demostré que son capaces de mantener una notable resistencia incluso en
presencia de altos porcentajes de aceite, confirmando su capacidad de biotransformacién
mediante la produccién de diéxido de carbono y la generacién de emulsiones estables (Sdez-
Navarrete & Céceres-Zambrano, 2025). Esto consolida a dicho género bacteriano como un
buen modelo para evaluar estrategias de biorremediacién junto a otras bacterias.



CAPITULO 3

Justificacién

En Guatemala, la generacién de residuos grasosos industriales representa un problema
ambiental creciente. Segun el Ministerio de Ambiente y Recursos Naturales (MARN), se
producen aproximadamente 2,916,350 toneladas anuales de desechos sélidos, de los cuales
cerca del 8.5 % corresponde a residuos de origen comercial e industrial, incluyendo ingenios
azucareros, procesadoras de alimentos y plantas de aceites (Rodriguez, |2023)

Gran parte de estos desechos tiene como destino los vertederos, ademas de cuerpos
de agua y suelo. Su acumulacién no solo reduce la oxigenacién, sino que también genera
danos a la flora y fauna, mutaciones y enfermedades en plantas, disminucién de la fertilidad
del suelo, e impactos negativos en la cadena alimentaria (Abu-Khasan & Makarov, 2021).
Ademsds, estos residuos se acumulan durante un periodo de tiempo prolongado y pueden
liberar compuestos téxicos que agravan la contaminacién (Mekkiyah et al., [2023).

Frente a esta problemadtica, el uso de lipasas microbianas ha surgido como una estra-
tegia eficiente debido a su capacidad de hidrolizar triglicéridos y otros compuestos grasos,
transformandolos en productos més simples y menos contaminantes (Chandra et al., [2020).
Estudios previos han demostrado el potencial de las bacterias lipoliticas en la remediacion
de suelos contaminados, no solo por si solas sino por medio de consorcios especializados
para la degradacién de residuos grasos. Las condiciones industriales bajo las cuales se ma-
nejan dichos residuos suelen incluir temperaturas extremas y variaciones de pH, las cuales
se pueden trasladar al suelo y modificar las condiciones naturales del mismo. Por ende, las
bacterias lipoliticas con estas propiedades son mas deseables para la formacion de los con-
sorcios (J. Li et al., [2024). Para optimizar la seleccién de estas bacterias, el uso de pruebas
de antagonismo se presenta como una herramienta accesible y sencilla, ya que permiten
evaluar la compatibilidad entre bacterias para disenar consorcios microbianos eficientes

En Guatemala, la investigacion en biorremediacién aun es una aplicacién reciente, por
lo que este tipo de estudios representa un avance importante hacia la implementacién de
tecnologias sostenibles para la gestion de residuos y el bienestar ambiental. Por ende, el
presente estudio tiene como objetivo identificar cepas bacterianas extraidas de suelos aso-
ciados a cultivos de cana de azicar que produzcan lipasas extracelulares con propiedades



termoestables y pH-estables bajo diferentes condiciones. En base a ello se evalué el poten-
cial de las cepas de integrarse en un consorcio bacteriano que aumentara su eficiencia de
degradacién de residuos grasos.



cAPITULO 4

Objetivos

4.1. Objetivo general

Identificar cepas bacterianas extraidas de suelo de cana de azicar productoras de lipasas
extracelulares termoestables y pH-estables con potencial de armar un consorcio para mejorar
su capacidad de degradacion de residuos grasos.

4.2. Objetivos especificos

= Determinar la presencia de lipasas extracelulares en un grupo de diferentes cepas
bacterianas aisladas de suelo de cana de azicar por medio de una prueba colorimétrica.

» Evaluar la termoestabilidad y pH-estabilidad de las enzimas lipoliticas bacterianas
para identificar aquellas con mejor actividad y sin efectos de antagonismo usando
pruebas espectrofotométricas y microbioldgicas.

= Comparar la actividad de las enzimas lipoliticas bacterianas a nivel individual y en
consorcios con el fin de identificar posibles efectos sinérgicos en la degradacion de
aceite.

s Identificar los métodos con potencial de anélisis metabolémico que llevan a la de-
terminacién de efectos metabdlicos de caracter bacteriano en suelo contaminado con
aceite.
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CAPITULO b

Hipdtesis

5.1. Hipoétesis nula

Las bacterias productoras de lipasas termoestables y pH-estables con potencial activi-
dad lipolitica, mantienen o incluso incrementan su actividad cuando forman parte de un
consorcio bacteriano, en comparacién con su desempeno en condiciones individuales.

5.2. Hipoétesis alternativa

Las bacterias productoras de lipasas termoestables y pH-estables con potencial actividad
lipolitica, disminuyen su actividad cuando forman parte de un consorcio bacteriano, en
comparaciéon con su desempeno en condiciones individuales.
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CAPITULO O

Marco tedrico

6.1. Lipasas bacterianas

6.1.1. Definicidn y caracteristicas de las lipasas

Las lipasas, también llamadas serina hidrolasas, son un grupo de enzimas pertenecientes
a la familia de las hidrolasas de ésteres de triacilglicerol (Chandra et al., 2020). Por ende,
pueden catalizar la hidrdélisis de triglicéridos de cadena larga, es decir, aquellos que tienen
entre doce y dieciocho carbonos (Lehninger et al.,|[1970), a dcidos grasos. Por lo general, estas
enzimas tienen una estructura conformada por una secuencia de aminoacidos conservada,
conocida como un pentapéptido debido a que contiene una glicina, una serina y un residuo
acidico como glutamato o acido aspartico intercalados por otro aminoacido cualquiera. Dicha
regién, conocida como la triada catalitica, es a la que se une el sustrato (Navarro-Gonzélez
& Periago, 2012). Dentro de la estructura también hay una regién glicosilada, la cual es
crucial para que la lipasa se considere completamente activa y pueda ser secretada en el caso
de aquellas de caracter extracelular. Ademads, su forma tridimensional incluye ya sea laminas
B o hélices a dispuestas en forma paralela y antiparalela, respectivamente (Ben-Zeev et al.,
1994)) (Figura [5)).
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Figura 5. Estructura tridimensional de una lipasa de Bacillus subtilis obtenida de la base de datos
RCSB PDB.

Nota. Dentro de la conformacién terciaria de la lipasa, las estructuras de los aminoédcidos pertene-
cientes al pentapéptido y la triada catalitica (serina, glicina, valina, lisina y leucina) se muestran
en el drea indicada con una flecha roja. Ademds, su estructura presenta hélices « junto a ldminas
[ en disposicién paralela, representadas por los listones y flechas verdes, respectivamente. Algunos
residuos clave se muestran en forma de esferas, siendo rojo para oxigeno y azul para nitrégeno,
ademads de moléculas de agua como esferas rojas aisladas (Kawasaki et al., .

Las lipasas suelen operar en la interfaz entre lipidos y un medio acuoso, por lo que
una de las caracteristicas importantes de dichas enzimas es la presencia de una tapa mévil
ubicada sobre el sitio activo (Figura@. Si la tapa estd cerrada, el sitio activo es inaccesible
para los sustratos y la enzima se considera inactiva y sin actividad catalitica. Tomando esto
en cuenta, las lipasas que se encuentran en un medio orgdnico — acuoso presentan mayor
actividad, conocida como activacién interfacial (Kourist et al., .

13



Figura 6. Caracteristicas de las lipasas a nivel de reaccién y estructura

0O-COR,
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Acido graso  Glicerol
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Cy
Parche hidrofébico

Serina/

Area glicosilada
NH:

Nota. (a) Hidr6lisis de triglicéridos a glicerol y dcidos grasos. (b) Molécula de lipasa (Chandra et al.,

2020).

Si bien las lipasas cumplen papeles importantes en la mayoria de los organismos vivos, las
de cardcter microbiano son preferidas para usos comerciales por sus caracteristicas tinicas en
cuanto a resistencia a solventes, temperatura, pH, entre otros. Varias cepas bacterianas con
lipasas se han encontrado en diferentes ambientes como agua de mar, fuentes hidrotermales,
efluentes industriales, glaciares y permafrost, (Ali et al., . Es por ello que las lipasas
bacterianas predominan dentro de los dominios de la vida, representando mds del 50 % de las
4,257 lipasas descritas en bases de datos (Rojo, . Las lipasas presentan similitudes con
otro grupo de enzimas, las esterasas, que también hidrolizan triglicéridos, pero de cadena
corta, lo cual ha llevado a que se genere una clasificacién conjunta de ambas enzimas (Figura

).

Figura 7. Clasificacion de lipasas y esterasas

Lipasas Esterasas

archaea 26 - - virus0 archaea 11 ava virus 2

otros eucariotas \| otros eucariotas \
517

552

fungi

\

Nota. Clasificacién de lipasas y esterasas de la base de datos BRENDA en grupos taxonémicos de
bacterias, arqueas, virus, hongos y otros eucariotas utilizando la base de datos UniProt (Rojo, 2019).
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6.1.2. Clasificacion de las lipasas bacteriana

En general hay una baja similitud entre y dentro de los grupos de enzimas lipoliticas en
cuanto a las secuencias de aminodcidos que las conforman. Sin embargo, se han planteado
diecinueve familias basadas en informacion filogenética, regiones conservadas en la secuencia
y funciones bioldgicas. Las primeras ocho familias fueron propuestas por Arpigny y Jaeger
en 1999 (Louis & Jaeger, 1999), pero en estas solo se inclufan cincuenta y tres lipasas y
esterasas procariotas, por lo que en los dltimos anos se ha ampliado dicha clasificacion

(Figura[8)).

Familia I o lipasas verdaderas

Son aquellas que primero se estudiaron y usaron a nivel industrial y son provenientes
de Pseudomonas. Debido a que algunas especies de Pseudomonas fueron renombradas y al
descubrimiento de nuevas lipasas, la familia I se subdividié en seis subfamilias. La subfamilia
uno y dos tienen la peculiaridad de que requieren de la asistencia de proteinas llamadas
chaperonas en el plegamiento y formacion de puentes disulfuro.

Familia IT o GDSL

La caracteristica mas relevante de esta familia es que su pentapéptido no estd formado
por los aminoacidos tradicionales, sino por una glicina, seguido de un acido aspartico, una
serina y una leucina, lo cual le da el nombre de GDSL a la familia.

Familia I1I

Presentan tanto la triada catalitica como la forma tridimensional caracteristica de las
o/ — hidrolasas. Ademads, se ha observado que presentan una similitud significativa con
la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas humanas (PAF-AH), lo cual indica que
existen secuencias conservadas entre dominios y organismos.

Familia IV o sensibles a hormonas (LSH)

Incluye esterasas de procariotas que incluyen bacterias termofilas, mesofilas y psicréfilas,
es decir que pueden resistir temperaturas altas, moderadas y bajas, respectivamente (Rojo,
2019). Ademés del pentapéptido caracteristico de las lipasas, las enzimas de esta familia
también presentan una secuencia His-Gly-Gly-Gly (histidina y glicerina) localizada antes
de la triada catalitica.

15



Familia V

También incluye enzimas de bacterias termofilas, mesdfilas y psicréfilas, las cuales pre-
sentan una similitud con otras enzimas bacterianas no lipoliticas que varfa entre un 20 % y
25 %. Todas poseen una triada catalitica conformada por serina, dcido glutdmico o aspartato
e histidina, ademds del plegamiento caracteristico de las o/ — hidrolasas.

Familia VI

La enzima més caracterizada de esta familia es la carboxilesterasa de Pseudomonas
fluorescens, la cual estd formada por dos subunidades y la cldsica triada catalitica. Tiene
una preferencia de hidrolisis de sustratos pequenos con alta especificidad, pero no acepta
triglicéridos como sustratos.

Familia VII - XIX

Dentro de estos grupos se encuentran enzimas que solamente se han encontrado en pocas
especies bacterianas, por lo que son reducidas y especificas en cuanto a caracteristicas y
abundancia (Carranza et al., [2020)).
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Figura 8. Arbol filogenético inferido para las lipasas y las esterasas de las diecinueve subfamilias
planteadas

Familia

04

Nota. Adaptado de Rojo (2019).
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6.2. Aplicaciones de las lipasas

6.2.1. Industria

Las lipasas microbianas, en especial las bacterianas, son més valiosas para aplicaciones
industriales a comparacién de aquellas derivadas de plantas o animales debido a su variedad
de actividades cataliticas, alto rendimiento de produccién y simplicidad de manipulacién
genética (Chandra et al., [2020).

Industria alimenticia

Una de las aplicaciones de las lipasas més exploradas en los 1ltimos anos es la industria de
alimentos y bebidas. Estudios demuestran que los ingresos actuales de las enzimas en dicha
industria representan alrededor del 55-60 % del mercado mundial de enzimas industriales,
valorado en 5,500 millones de ddlares (Guerrand, [2017). El trabajo realizado por Musa y
colegas se centra en satisfacer la demanda de produccién de sabores de forma alternativa a
la tradicional, es decir de plantas o frutas, ya que representan un gasto muy elevado. Por
medio de las lipasas, es posible producir sabores o aromas sintéticos a partir de una reaccion
de esterificacion o transesterificacién entre un dcido graso de cadena corta y alcohol. En la
industria de lacteos, las lipasas juegan un rol importante en la hidrélisis de la grasa lactea, lo
cual mejora el sabor y la textura del queso y acelera su maduracién (Chandra et al., 2020)).
Las lipasas también se han utilizado como biosensores para la determinaciéon cuantitativa
de triglicéridos en los alimentos, lo cual no solo sirve como control de calidad sino también
como registro de valor nutricional (Pohanka, 2019).

Industria farmacéutica y cosmética

Las lipasas son el grupo de enzimas mas usado en la industria farmacéutica debido
a que tienen una alta eficiencia en la sintesis de compuestos organicos, principalmente
medicamentos enantiopuros. Estos tultimos son aquellos que contienen solamente la forma
molecular beneficiosa y por ende representan un tratamiento més seguro, lo cual esta siendo
explotado sobre todo en la manufactura de medicinas contra la depresién, la hipertension
y para la vasodilatacién (Sikora et al., 2014)).

La industria de la cosmética requiere del desarrollo acelerado de productos debido a
la creciente demanda de los mismos en los ultimos anos. De forma similar a las moléculas
aromaticas sintetizadas en la industria alimenticia, se han usado lipasas fungicas como
catalizadores en la produccién de compuestos arométicos para cremas y aceites corporales
(Knezevic et al., 2006).

Producciéon y degradacién de biopolimeros

Los biopolimeros son macromoléculas simples que vienen de organismos vivos y por en-
de son completamente biodegradables. Ejemplos comunes incluyen carbohidratos, proteinas,
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ADN, ARN, lipidos y acidos nucleicos (Baranwal et al., 2022)). Tanto la sintesis como la
hidrélisis de biopolimeros contribuye a un equilibrio en los sistemas bioldgicos ya que previe-
ne la acumulacién de compuestos no necesarios y asegura un aprovechamiento eficiente de
los recursos disponibles. Comparado con los procesos netamente quimicos, los enziméaticos
permiten un control preciso sobre la estructura del polimero de interés y el proceso puede
realizarse bajo condiciones menos extremas. Ademaés, con esto se evita la presencia de restos
de catalizadores quimicos en los productos (Kanmani et al., |[2015]).

Produccion de biodiésel

Debido a la creciente incidencia de problemas relacionados con la contaminacién ambien-
tal, como cambio climéatico y gases de efecto invernadero, se ha aumentado la investigacion
en torno al mejoramiento de la tecnologia del biodiésel. Por ende, se ha aprovechado la
actividad catalitica de las lipasas para aprovechar la alta cantidad de desechos grasosos
de una forma sostenible y que no dana al ambiente. Tanto hongos como bacterias han de-
mostrado ser fuentes adecuadas de lipasas, pero las bacterianas son las preferidas debido a
que son mas faciles de producir a escala industrial (Chandra et al., [2020). Se ha observado
que aquellas lipasas que tienen mayor actividad a bajas temperaturas son preferidas para
la produccién de biodiésel ya que generan una mayor tasa de rendimiento y de ahorro de
energia (Hasan et al., 2006)).

6.2.2. Biorremediacion

El proceso de usar microorganismos para descomponer contaminantes presentes en el
medio ambiente se conoce como biorremediacién, lo cual ha ganado interés como alternativa
para los métodos tradicionales que a menudo implican el uso de productos quimicos. Algunos
contaminantes comunes incluyen derrames de petrodleo, suelos y aguas mezclados con grasas
y desechos industriales, por lo que es un area de mucho potencial para las lipasas microbianas
(Chandra et al., [2020). Las lipasas bacterianas son las preferidas para la biorremediacién
debido a su mayor disponibilidad, facilidad de produccién y mayor actividad enzimatica
en comparacion con las de hongos o levaduras. Especies bacterianas como Pseudomonas,
Staphylococcus y Bacillus son algunos de los principales microorganismos productores de
lipasas que degradan los contaminantes efectivamente (Phulpoto et al., 2020).

6.2.3. Consorcios bacterianos

El uso de consorcios o grupos bacterianos ha demostrado ser més ventajoso para la
degradaciéon de compuestos complejos que el uso de bacterias aisladas. Esto se debe a que
dentro de una agrupacién las bacterias son mas estables y adaptables a su ambiente, ademas
de que se genera un entorno catalitico adecuado para cada enzima requerida en la ruta de
degradaciéon. También se distribuye la carga enzimatica en diferentes cepas ya que algunas
de ellas pueden comenzar a degradar los compuestos complejos para generar moléculas mas
pequenas que sirven como fuente de carbono para otras cepas (Wang et al., |2019).
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A comparacién de un consorcio natural, uno de caracter artificial presenta la ventaja de
tener una composicion més simple, ademas de una divisién de tareas mas clara entre cepas y
el potencial de modificaciones posteriores para adaptarlo a diferentes productos de interés.
Se han identificado dos principios para el diseno de consorcios microbianos artificiales: el
enfoque de arriba hacia abajo y el de abajo hacia arriba. El primero utiliza variables am-
bientales cuidadosamente elegidas que obligan a un microbioma existente, ya sea natural o
inoculado, a realizar los procesos biolégicos deseados. Para ello es necesario conceptualizar
el consorcio como un sistema donde se deben identificar claramente las entradas y salidas,
tales como condiciones fisicoquimicas y variables ambientales, y como cada aspecto afecta
el proceso de interés (Lawson et al., 2019). Si bien este enfoque ha sido exitoso en casos de
tratamiento de aguas residuales y biorremediacion, suele ignorar los procesos que dependen
de las interacciones complejas entre microorganismos. Es por ello que los avances recientes
se han centrado en el método de abajo hacia arriba, en el cual se modifica la red metabdlica
v las interacciones del microbioma. Esto se logra al obtener los genomas de cada miembro
del microbioma y luego reconstruir las redes, permitiendo el diseno de microbiomas con
propiedades especificas y una organizacion espaciotemporal que optimiza su funcionalidad
(Cao et al., 2022).

En el caso de consorcios destinados a la degradacion de compuestos complejos, se deben
seleccionar cepas que cumplan con ciertas caracteristicas. Estas deben tener una tasa baja de
mutacion, no deben generar subproductos téxicos y deben tener alta tolerancia a condiciones
amplias de pH, temperatura y presién osmética, dada su aplicacién en residuos industriales
(H. Lu et al., [2019)). Se ha demostrado que los microorganismos que se encuentran en
areas contaminadas con aceites se adaptan al ambiente, lo cual resulta en el surgimiento
de mutaciones genéticas en futuras generaciones que les permiten degradar compuestos
lipidicos complejos con mas facilidad (Cao et al., [2022).

6.3. Deteccion de cepas bacterianas productoras de lipasas

6.3.1. Meétodos de deteccion y seleccion de cepas
Métodos microbiolégicos

Se han desarrollado y utilizado varios métodos para la deteccién de la presencia de
lipasas, ya sea de forma cruda o purificada a partir de microorganismos. La tasa de reaccion
enzimdtica puede ser medida al determinar varios parametros, ya sea la tasa de consumo
del sustrato, la tasa de produccion de acidos grasos o la tasa de clarificacién de la emulsién
(Hasan et al., 2009).

Una de las formas mas faciles de determinar la lipolisis es por medio de cambios visuales
en medios de cultivo. Estos representan un medio minimo ya que se componen mas que todo
de sales pero estan suplementados con un sustrato lipidico como tnica fuente de carbono.
De esta manera, se atribuye el cambio observado en el medio a la actividad hidrolitica
de las lipasas. El cambio puede darse por medio de la formacién de un halo transparente
alrededor de las colonias bacterianas o por medio de un cambio de color (Lee et al., 2015).
Dicho cambio se debe a la disminucién del pH en el medio como resultado de la liberacion
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de acidos grasos. Uno de los ejemplos méas comunes de este tipo de medios es el que contiene
rojo de fenol, donde se da un cambio de color en el medio a amarillo por la acidificaciéon
generada (Ramnath et al.,2017)). Esta técnica es conveniente para una identificacién rapida
de microorganismos lipoliticos, pero la acidificacion del medio puede surgir como resultado
de otros subproductos del metabolismo de lipidos aparte de los 4cidos grasos, por lo que
puede dar falsos resultados asi que es recomendable acompanarla de més pruebas (Abdou,
2003)). También se pueden usar tintes fluorescentes como rodamina B en ensayos en placa
junto con aceite emulsificado como sustrato. La hidrélisis de este ultimo causa un halo color
naranja que es fluorescente al ser irradiado con luz UV (Hasan et al.,2009). Una alternativa
al uso de estos tintes es el agar Spirit Blue disponible comercialmente, el cual genera una
aglutinacién junto con un halo color lavanda alrededor del inéculo bacteriano, siendo un
resultado més preciso (Pham et al., [2021]).

Métodos moleculares e inmunolégicos

La creciente demanda por el uso de biocatalizadores mas sostenibles y eficientes, como las
lipasas, ha llevado al estudio de los microorganismos lipoliticos a un nivel molecular, ya que
las técnicas de esta area son mas avanzadas y precisas. Ademds, proporcionan informacién
sobre la estructura genética y la funcionalidad de las lipasas, lo que permite una mejor
comprensién de sus posibles aplicaciones.

La seleccion de microorganismos productores de lipasas puede darse por medio de andli-
sis de secuencias. En este método, se recolecta ADN de las muestras y se generan fragmentos,
los cuales pueden secuenciarse para determinar el orden exacto de sus bases y asi observar
sus caracteristicas genéticas. Como alternativa, es posible insertar los fragmentos de ADN
en un organismo diferente, llamado huésped, que pude ser otra bacteria. Cada fragmento de
ADN se coloca en una bacteria diferente, creando una biblioteca de fragmentos (Figura E[)
Esta biblioteca permite secuenciar todos los fragmentos a la vez, lo que facilita la identifica-
cién y el andlisis de genes especificos que podrian codificar enzimas funcionales (Majumder
et al., [2024).

Figura 9. Construccién de una biblioteca de ADN gendmico
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Nota. Adaptado de Seidman (2010]).

Los métodos inmunolégicos son usados para cuantificar la presencia de lipasas indepen-
dientemente de su actividad lipolitica. Un estudio realizado por Beisson y su equipo en el
ano 2000 destaca el método de inmunoblotting, que consiste en combinar electroforesis en
gel con una forma inmunoquimica de deteccién. Este es usado para determinar tanto la
masa molecular de las lipasas como la especificidad de anticuerpos para una determinada
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lipasa. Las enzimas son separadas en un gel de poliacrilamida con SDS (sodio dodecil sul-
fato) y luego son lavadas e incubadas con anticuerpos en presencia de agentes de bloqueo
que reducen la unién no especifica a las lipasas (Beisson et al., 2000)).

6.3.2. Evaluacion de procesos metabdlicos asociados a la hidrdlisis de lipi-
dos

De forma similar a los métodos en agar sélido, la capacidad de los microorganismos
para utilizar lipidos puede evaluarse a través de la liberacién de acidos grasos. Dentro
de los métodos més accesibles y convenientes se incluye la titulacién de los acidos grasos
liberados como resultado de la lipdlisis, ya que es detectable por medio de un cambio de
color. Se usa fenolftaleina como indicador para determinar el volumen de NaOH necesario
para neutralizar los dcidos, con lo cual se establece una relacion directa entre la cantidad
de NaOH usada y la actividad de las lipasas (Hu et al., 2018). Otro método colorimétrico
involucra el uso de rojo de fenol, lo cual se hace de forma similar al ensayo en medio sélido
en el sentido de que se observa un cambio de color por la disminucién de pH (Hasan et al.,
2009)).

El uso de la espectrofotometria complementa estas técnicas al registrar la acumulacién
de compuestos intermedios en diferentes longitudes de onda, lo que refleja la degradacion
lipidica y la presencias de productos resultantes de la actividad metabdlica (Hussain, [2023).

Una manera de optimizar los métodos anteriores es optar por inmovilizar los extractos
de bacterias o sus enzimas asociadas, ya que estas son inestables por si mismas y atin mas
si se les expone a variaciones de pH y temperatura fuera de las células bacterianas. La
inmovilizacién de enzimas previene esto al restringir fisicamente a las enzimas sin quitar-
les su capacidad de catdlisis. Al mismo tiempo se aumenta su pureza ya que pueden ser
extraidas facilmente del medio cuando estdn adheridas a un soporte solido. La eleccién de
dicho soporte depende de muchos aspectos, como el tamafio de poro, el area superficial y
la resistencia mecénica, con lo cual se asegura que las enzimas puedan entrar por los poros,
que se aumente la eficiencia de inmovilizacién y que el soporte sea durable, respectivamen-
te (Bilal et al., 2019). Los materiales usados como soporte pueden ser de origen natural,
sintético o inorganico segin sus propiedades. El primer grupo presenta més variedad y es
el mas usado, sobre todo el alginato, un extracto de la pared celular de algas marrones, el
cual puede usarse en gel o en perlas para la inmovilizacién enzimética (Hussain, 2023]).

6.4. Estabilidad de los procesos metabdlicos lipidicos

Las aplicaciones biotecnolégicas e industriales asociadas a lipasas demandan cada vez
mas que estas sean estables ante diferentes factores, principalmente temperatura y pH. Por
ende, muchos estudios se han enfocado en comprender las bases de la estabilidad de las
enzimas tomando en cuenta varios aspectos (Ahmad et al., 2008).
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6.4.1. Factores que afectan la estabilidad

Uno de los determinantes en la estabilidad de las proteinas son sus interacciones elec-
trostaticas intramoleculares, como puentes de hidrégeno, pares iénicos, puentes salinos y el
efecto hidrofébico inherente de las lipasas. Sin embargo, la carga superficial se ha reconocido
como otro factor importante que puede alterar la estabilidad. Esto se da por los residuos
de aminodcidos que se encuentran en la superficie de las enzimas. Cada aminodcido tiene
propiedades diferentes y en conjunto son responsables del plegamiento, funcion, solubilidad
y estabilidad de las enzimas.

Alrededor de un tercio de los aminodcidos en la interfaz proteina-agua son residuos
cargados, los cuales contribuyen a la estabilidad de la enzima a través de interacciones
electrostaticas. La arginina y la lisina son los aminoacidos mas comunes expuestos en la
superficie de las lipasas, los cuales tienen una carga positiva bajo condiciones fisiologicas y
forman enlaces i6nicos, tales como puentes de hidrégeno, dentro de la enzima (Sokalingam
et al., [2012).

La estabilidad de las enzimas lipoliticas también se ve afectada por la composicién de
su estructura secundaria, caracterizada por la presencia de o — hélices y hojas plegadas — 5.
Estas interacciones son estabilizadas por puentes de hidrégeno que mantienen el plegamiento
correcto de la enzima. Ademds, las interacciones pueden contribuir a la formacién de un
ntcleo hidrofébico que protege la enzima de la desnaturalizacién en condiciones adversas.
Las propiedades de estabilidad de estas enzimas dependen de la proporcién de cada una de
las estructuras mencionadas, lo cual varfa entre especies bacterianas (Sahoo et al., 2019)).

6.4.2. Importancia de las estabilidad lipolitica frente a temperatura y pH

Varios estudios se han enfocado en analizar la actividad de enzimas bacterianas lipoliti-
cas bajo diferentes condiciones, especialmente temperatura y pH, con respecto al tiempo.
Con esto se ha determinado cuanto tiempo permanecen estables y funcionales para evaluar
su potencial de aplicacién industrial. Ya que los procesos industriales se realizan en su ma-
yoria bajo ambientes considerados extremos, es necesario emplear enzimas que no sufran
desnaturalizacién o reduccién de su actividad ya que se reduce la necesidad de anadir mas
enzima constantemente y por ende reduce costos y mejora la eficiencia. Ademas, las enzimas
termoestables y pH-estables producen residuos menos dafiinos debido a su especificidad de
sustrato, lo cual promueve procesos amigables con el medio ambiente (Lajis, |2018).

6.5. Ensayos de antagonismo bacteriano

Los estudios de antagonismo bacteriano son fundamentales para comprender las interac-
ciones competitivas o cooperativas entre cepas. Mediante técnicas como el cultivo en placa
confrontada, difusién en agar o ensayos de sobreposicién, se puede identificar la capacidad
de una cepa para inhibir o tolerar el crecimiento de otra, ya sea a través de la produccién
de compuestos antimicrobianos, competencia por nutrientes o senalizacién quimica (Anith
et al., [2021)).
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Estos ensayos no solo revelan el potencial inhibitorio de ciertas bacterias, sino también la
compatibilidad entre miembros potenciales del consorcio, lo cual es esencial para garantizar
la estabilidad y eficacia del sistema funcional propuesto. Una interaccién sinérgica entre
cepas puede traducirse en una mayor capacidad degradativa, bioestimulante o protectora,
dependiendo del objetivo del consorcio. La evaluacion sistematica de interacciones antes de
ensamblar el consorcio permite predecir posibles disrupciones por antagonismo competitivo,
facilitando una seleccién racional basada en la complementariedad metabdlica y la tolerancia
mutua (Sun et al., 2022). Este enfoque es relevante en consorcios disefiados para aplicaciones
ambientales, como la biorremediaciéon o el control biolégico, donde la robustez funcional
depende de la interaccién positiva entre sus miembros.
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CAPITULO [

Metodologia

7.1. Diseno, enfoque y tipo de investigacién

El disenio de la presente investigacion es de caracter cuasi experimental cuantitativo ya
que no se tenia una aleatorizacion de las cepas a usar, ademés de que no se controlaron
completamente todos los factores externos que puedan llegar a influir. Se manipularon va-
riables independientes como la construccién de consorcios y variaciones de temperatura y
pH para observar la capacidad de estos para degradar residuos grasosos en suelos contami-
nados. Esto complementado con un andlisis de las caracteristicas de las cepas bacterianas
trabajadas para determinar las que tuvieran mas potencial de biorremediacién.

7.2. Poblacién y muestra

Las muestras bacterianas del suelo de cultivo de cana de azicar fueron recolectadas y
aisladas por la tesista Valeria Ochoa e Isabella Garcia, con el proceso detallado en el trabajo
“Analisis del microbioma bacteriano de suelos utilizados para el cultivo de cafia de azicar,
Saccharum officinarum, en Guatemala mediante metagenémica del gen 16S ARN ribosomal
y caracterizacién de las bacterias promotores del crecimiento que se encuentran en ellos”.

En la presente investigacién los sujetos de estudio son las bacterias aisladas y seleccio-
nadas segun el criterio de que si presentaban lipasas extracelulares. Todas las cepas usadas
se manejaron bajo los protocolos de bioseguridad pertinentes para evitar cualquier riesgo de
contaminacién cruzada, danio al personal o liberacion accidental al ambiente, garantizando
asi el cumplimiento de las normativas institucionales.
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7.3. Variables

Cuadro 1. Descripcién de las variables experimentales

Unidades de

Variable Definicio Tipo .
ri nicién ip medida
Especie bacteriana Cepas que presentan Cualitativa -
lipasas extracelulares
Presencia de lipasas Cambio de color por pH Cualitativa Si/No
en rojo de fenol
Absorbancia Producto liberado a Cuantitativa pmol/min
diferentes condiciones
de temperatura y pH
Temperatura Temperatura a la que Cuantitativa °C
se exponen las bacterias
pH pH al que se exponen Cuantitativa -
las bacterias
Ant i e, o ,
HLASOHISIIO Inhibicién del Cualitativa Si/No
bacteriano .
crecimiento de una
bacteria
D .,
egradamon de Evidencia de Cualitativa Si/No
residuos grasos .
descomposicion de
residuos grasos
Esterilidad de la . e ,
o Tierra autoclaveada o Cualitativa Si/No
tlerra
no
Ti d S o
wempo de , Contaminacion de Cuantitativa Meses
contaminacion

tierra con aceite usado

Nota. Elaboracién propia

7.4. Metodologia

7.4.1. Reactivacion y preparaciéon de cepas bacterianas

Tomando en cuenta que las cepas bacterianas a usar se encontraban en criotubos, se
buscé reactivarlas para que estas fueran viables para su posterior uso. Se mezclaron 2.7 mL
de agar nutritivo en 90 mL de agua destilada en un erlenmeyer de 250 mL. Se calent en
estufa hasta ebullicién y se agregaron 10 mL de leche entera liquida. Se repitié el mismo
proceso con 10 mL de leche deslactosada liquida y luego con 10 mL de leche descremada
liquida. Todos los erlenmeyers se colocaron en autoclave a 121 °C y 1 atm durante 20
minutos. Luego de dejar enfriar por aproximadamente 10 minutos, se plaqued cada agar
en cajas Petri trabajando en campana de flujo laminar esterilizada con etanol 70 %. Una
vez el agar se hubo endurecido, se guardaron las cajas Petri a 4 °C hasta su uso. Ademads,
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se prepard caldo nutritivo mezclando 1.5 g de caldo en 140 mL de agua destilada en un
erlenmeyer de 250 mL. Se llev6 a ebullicion en estufa y se guardé a 4 °C hasta su uso. Se
dividi6 el volumen total en 3 erlenmeyers de 100 mL, a los cuales se les agregé un 10 % de
leche en polvo entera, deslactosada y descremada, segin correspondiera. Se mezclé hasta
homogenizar y se colocaron en autoclave a 121 °C y 1 atm por 30 minutos (Cody et al.,
2008]).

Dentro de un cepario de bacterias, se buscaron aquellas cepas ya identificadas con pre-
sencia de lipasas extracelulares: Bacillus paramycoides 1AP1, Pseudomonas putida 1AP11,
Bacillus cereus 1AP18, Bacillus thuringiensis 1AP20, Bacillus subtilis 1BP6, Aeromonas
cavie 4BP6, Aeromonas hydrophila 2AB1, Bacillus megaterium 2A B4, Aeromonas hydrophi-
la 2ABS8, Pseudomonas chlororaphis 2AB9, Pseudomonas chlororaphis 2AB11, Acinetobac-
ter baumanii 2AB15, Exyguobacterium acetylicum y 5MO7 Chromobacterium rhizoryzea
2BP1. De forma paralela, también se trabajé con bacterias de otro cepario: Pseudomonas
paraglycinae 2MOG6, Pseudomonas sp. 1AP23, Pseudomonas canadensis 2AP13 y Pseudo-
monas paraglycinae 2MO7 y Pseudomonas canadensis 2AP16. Trabajando en campana de
flujo laminar esterilizada con etanol 70 %, se mezclé 100 L. de cada cepa en 1 mL de caldo
nutritivo de cada tipo de leche en tubos eppendorf. Estos se incubaron a 37 °C y 150 rpm
por 24 horas. Pasado este tiempo, se inoculé todo el volumen de cada tubo eppendorf en 5
mL de caldo nutritivo de cada tipo de leche en tubos Falcon de 15 mL. Estos se incubaron
a las mismas condiciones por 24 horas y luego se inocularon 100 pL de la suspensiéon en
placas de agar nutritivo y se usé un esparcidor estéril para colocarlo en toda la placa. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se hicieron frotes en por-
taobjetos de las colonias observadas para cada cepa y, luego de fijarlos en mechero, se les
hizo tinciéon de Gram. Para ello, se le eché cristal violeta por 1 minuto, lugol por 1 minuto,
alcohol acetona por 3 segundos y safranina por 1 minuto. Se enjuagd el portaobjetos entre
cada paso con agua estéril usando una pizeta. Se observaron las tinciones bajo microscopio
usando aceite de inmersién y el objetivo 100X y se registré la morfologia observada tanto a
nivel microscépico como macroscopico (Cody et al., 2008)).

Se hizo una revisién literaria respecto a las caracteristicas morfolégicas de cada cepa
usada para asegurarse que se tratara de las bacterias de interés. Aquellas que presentaron
la morfologia adecuada se guardaron para realizar un aislado posterior por medio de estriado
en placa con agar nutritivo. Las que no presentaron la morfologia deseada se sometieron de
nuevo al mismo proceso detallado antes para asegurarse de que no se tratara de una conta-
minacién adquirida durante el proceso y una vez tuvieron el resultado deseado, se aislaron
de igual manera. Las que no presentaron la morfologia tras varios intentos se descartaron,
al igual que aquellas que ni siquiera presentaron crecimiento inicial.

7.4.2. Identificacion de potenciales Pseudomonas para los consorcios

De la misma manera descrita, se seleccionaron inicialmente solo aquellas cepas de Pseu-
domonas que presentaron crecimiento en el agar. Para verificar que si se tratara de Pseudo-
monas, se prepar6 agar MacConkey, el cual sirve para identificar bacterias Gram negativas
en base a su capacidad de crecer aun en presencia de ciertos inhibidores. En el mismo, se
cultivaron las bacterias y se dejaron incubando a 37 °C por 24 horas. Aquellas que si pre-
sentaron crecimiento se usaron para hacer frotis y, posteriormente, tincion de Gram para
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observar su morfologia. Se seleccionaron solo las cepas que si tenfan la morfologia esperada
segun la literatura.

7.4.3. Identificacion de presencia de lipasas extracelulares

Con el objetivo de identificar aquellas cepas bacterianas reactivadas que tuvieran lipasas
extracelulares, se hizo una prueba con agar rojo de fenol. Para ello, se prepararon 450 mL
de agar nutritivo y se colocé en autoclave por 15 minutos a 121 °C y 1 atm. Luego de
dejarlo enfriar a una temperatura aproximada de 60 °C, se agregaron 4.5 mL de aceite de
oliva y 4.5 mL de rojo de fenol 1 mg/mL para luego plaquearlo en cajas Petri trabajando
en campana de flujo laminar estéril. Usando un asa en argolla, se tomé una asada de las
bacterias aisladas, incluyendo las Pseudomonas, y se inocularon las placas justo en el centro.
Se dejaron incubar a 37 °C por 48 horas. Pasado este tiempo, se observé el cambio de color
rosado a amarillo, lo cual es un indicador de actividad de lipasas. (Pham et al., [2021).
De aqui en adelante se usaron solo las bacterias que presentaron tanto lipasas como la
morfologia esperada. Cabe resaltar que, si bien las Pseudomonas no habian sido reportadas
como productoras de lipasas extracelulares, se buscaba corroborar esto para asegurar que
no influyeran en la actividad lipolitica de las demds bacterias.

7.4.4. Tipificacion de tierra utilizada

Para conocer las caracteristicas del tipo de tierra con el que se estaba trabajando, se
hicieron ciertas pruebas con el mismo. En primer lugar, se examiné el fisico del suelo,
tomando en cuenta si era de un color oscuro o claro y si tenia piedras o plantas. Luego
se recolectaron 50 g de suelo y se colocaron en un frasco, cuyo volumen se completé con
agua, y se agité por 2 minutos. Se dejé el frasco reposar sin tocarlo hasta que el suelo se
asentara. En base a esto se observé la composicién del suelo, ya que pueden hacerse capas
de diferente tipo de materia, a las cuales se les asigné un porcentaje dependiendo de la
cantidad de cada capa. Con ello se llegé a una conclusion sobre el tipo de suelo en base a
pardmetros ya establecidos por la NOAA. También se tomé6 un punado de suelo himedo y
se presiond en una mano. Al abrir la mano se observé si la tierra mantenia su forma y si
respondia a leves toques o no. Por iltimo, se colocaron 25 g de suelo parcialmente seco en
un contenedor limpio, al cual se le colocé un pequeno chorro de vinagre y se hizo lo mismo
con otros 25 g pero se les agregd bicarbonato de sodio. En base a los resultados conjuntos
de las pruebas, se determiné que el suelo con el que se estaba trabajando era de caracter
limoso y con pH neutro (National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA), s.f.).

7.4.5. Contaminacion de suelo
Suelo no autoclaveado

Se usaron 4 contenedores de plastico estériles, en cada uno de los cuales se colocé 1 1b de
suelo, separandolos en grupos experimentales. A cada uno se le colocé 3 mL de aceite usado
para tener un nivel de contaminacién alta. Se mezclé para homogenizarlo y se colocaron

28



los contenedores en un lugar fresco. Se les rocié agua 2 veces por semana para evitar que
se secara el suelo y se dejaron reposar los contenedores durante 3 meses a temperatura
ambiente para eliminar potenciales compuestos volatiles.

Suelo autoclaveado

Se hizo lo mismo pero con suelo estéril, para lo cual se colocé tierra himeda en 4 frascos,
uno para control negativo y el resto para las muestras. Se cubrieron los frascos con 2 capas
de papel kraft y se dejaron con la tapa un poco abierta. Se colocaron en el autoclave durante
25 minutos a 121 °C y 1 atm; una vez pasado este tiempo, se abrié el autoclave y se dejaron
los frascos dentro toda la noche para que se enfriaran. Luego de contaminar el suelo, excepto
el control, con 3 mL del mismo aceite quemado, se dejaron reposar durante 3 meses.

7.4.6. Emnsayos de antagonismo

Para las 4 bacterias que presentaron presencia de lipasas extracelulares en la prueba
anterior, se realizé un ensayo de antagonismo en rojo de fenol, el cual se prepard de la misma
forma detallada en la seccién anterior (Gururaj et al., 2016). Este se colocé en placas Petri
y en las mismas se inocularon las cepas usando asa en argolla estéril. Se hicieron todas las
combinaciones posibles entre bacterias, manteniendo la misma distancia entre cada indculo.
Con ello, se analizé la presencia de antagonismo entre las cepas a nivel de crecimiento y de
presencia de lipasas. Se hizo lo mismo con 2 cepas de Pseudomonas extraidas de suelo de
cana de azuicar, las cuales fueron incorporadas en los consorcios bacterianos propuestos mas
adelante. El objetivo fue evaluar su capacidad para formar biofilm, con el fin de mejorar la
actividad enzimatica del consorcio mediante una mayor cohesion entre las cepas, pero sin
antagonismo con el resto de bacterias usadas.

7.4.7. Caracterizacién de bacterias en la tierra no estéril

Con el fin de determinar las bacterias presentes en la tierra no estéril aparte de las
agregadas en el consorcio, se realizé una caracterizacion. Para ello, se recolectaron 5 g de
cada muestra de tierra a usar y se colocaron en bolsas plésticas esterilizadas con etanol 70 %.
Se mezclé 1 g de cada muestra con 10 mL de agua estéril y se hicieron diluciones seriadas
hasta 1073. Esto se hizo al mezclar 1 mL de tierra diluida con 9 mL de agua estéril en tubos
de ensayo hasta llegar a la concentraciéon deseada. Con esta ultima, se hizo el método de
vertido en placa al pipetear 100 /L de la mezcla al fondo de cada placa Petri a usar y luego
vertir agar TSA encima para tener una distribucién homogénea. Dicho agar se suplementd
previamente con nistatina a una concentracién de 20 pg/mL (2.4 mL en 300 mL de agar)
para evitar crecimiento de hongos y limitarlo solo a bacterias. Se dejaron incubando las
placas a 37 °C durante 48 horas y luego se observo el crecimiento bacteriano.
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Las diferentes colonias presentes en las placas se usaron para hacer estriados con asa
estéril en placas de agar nutritivo con el fin de aislarlas en cultivos puros. Luego se hicieron
frotes y tinciones de Gram de cada cultivo puro para analizar su morfologia también a nivel
microscopico, con lo cual se determinaron las caracteristicas de las bacterias de la tierra
(Prashanthi et al., 2021]).

7.5. Preparaciéon de extractos y perlas

7.5.1. Extracto bacteriano

Se prepararé un medio para inducir la produccion de lipasas en un erlenmeyer de 500
mL usando 450 mL de agua destilada y mezclando 3% de extracto de levadura (13.5 g),
3% de sacarosa (13.5 g), 0.1 g de CaSOy, 0.2 g de KH3POy, 0.1 g de MgSO4-7TH20 y 1.5 %
de aceite de oliva (7.5 mL). En tubos Falcon de 50 mL, se hicieron alicuotas de 30 mL
por bacteria. A estas se les inoculd la cepa correspondiente tomando 1-2 colonias de las
placas usando una punta P100 y dejando caer esta ultima en el tubo. Los tubos con medio
inoculado se dejaron incubando en agitacién a 37 °C y 250 rpm durante 72 horas (Bharathi
et al., [2019). Pasado este tiempo, los tubos se centrifugaron por 5 minutos a 7850 rpm y
25 °C, y se utilizé el sobrenadante para los siguientes ensayos. De acuerdo con la literatura,
esta fraccion suele concentrar las enzimas extracelulares, incluyendo lipasas, aunque en este
estudio se considerd como un extracto enzimético preliminar sujeto a verificacion.

7.5.2. Inmovilizacion de extracto bacteriano

Se prepard el mismo medio de produccién de lipasas descrito y se inocularon las cepas
bacterianas de la misma forma. Ademads, se prepar6 una solucién de alginato de sodio al
2.5 % disolviendo 11.25 g en 450 mL de agua destilada fria. Para ello se fue colocando poco
a poco el alginato estéril en un erlenmeyer con el agua fria mientras se agitaba en estufa sin
calentar. Se mantuvo asi alrededor de 1 hora hasta disolver completamente todo el alginato
sin aglutinamiento. En tubos Falcon de 15 mL, se mezclaron 4 mL de extracto de lipasas
con 4 mL de la solucién de alginato de sodio preparada. Se hizo lo mismo para cada bacteria
y se fue agregando la mezcla gota a gota en una solucién de CaCly al 2.5 % p/v mientras se
agitaba para mejorar la forma de las perlas. Luego de 10 minutos se recolectaron las perlas
formadas, las cuales se lavaron con CaCly al 0.5% p/v frio y luego con agua destilada.
Se hizo el mismo procedimiento para las perlas control pero mezclando 4 mL de medio de
produccién de lipasas con el alginato de sodio (Ji et al.,|2010), (Bharathi et al., 2019).

7.5.3. Analisis de degradacién y utilizacién de aceite

Para simular diferentes condiciones de pH, se prepar6 buffer de fosfatos mezclando 5.52
g de NaHsPOy vy 1.78 g de NagHPO,4 en 1 L de agua destilada. Se dividi6 el volumen en
2 erlenmeyers y se autoclaveé durante 30 minutos. Se midié el pH de ambos erlenmeyers
usando tiras reactivas y se determind que ambos eran de 7, por lo que uno se dejo de
esa manera y el otro se ajusté a pH 6 usando HCI fumante gota a gota en campana de
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extraccién. Para el pH 8 se prepar6 buffer Tris HCI mezclando 2.36 g de Trizma HCI en 300
ml de agua destilada y de igual manera se autoclave6 por 30 minutos. Todos los buffers se
guardaron en refrigeracién hasta su uso.

Bacterias individuales

Con la finalidad de evaluar si las cepas seleccionadas tenfan la capacidad de degradar el
aceite y usarlo como fuente de nutrientes para su crecimiento, se hizo una prueba con un
medio minimo. Este se preparé en un volumen final de 100 mL de agua estéril mezclando
3 g de KQHPO4, 1 g de KHQHPO4, 0.5 g de NH4CI, 0.1 g de NaQSO4, 0.1 g de NH4NO3,
0.01 g de MgSO4-7TH20, 0.001 g de MnSO4-4H20, 0.001 g de FeSO4-7TH20 y 0.0005 g de
CaCly. Esta mezcla de sales se filtré usando un filtro de 0.2 ym y se hizo lo mismo para
3 mL de aceite para tener una concentracién final de aceite de 3% v/v. Al realizar un
triplicado para cada bacteria, se colocé 1 mL del medio preparado en tubos eppendorf y se
inocularon las bacterias correspondientes usando puntas P100 para mezclarlas. Ademds, se
hizo un control negativo para cada bacteria al inocularlas de la misma forma, pero en 1 mL
de medio sin aceite. Por 1ltimo, se preparé un blanco que solo contenia 1 mL de medio sin
bacterias. Se dejaron incubando los tubos durante diez horas y, luego, se hicieron alicuotas
de cada muestra mezclando 100 uL. del contenido del primer tubo en 900 pL. de agua estéril
hasta llegar a una concentracién de 107%. Se hizo lo mismo para los controles negativos. Del
tubo con esta concentracion, se inocularon 100 pli en una placa de agar nutritivo; se hizo
lo mismo para todas las muestras. De igual manera, se inocularon 100 pL de los controles
negativos y del blanco en agar nutritivo. Se incubaron las placas a 37 °C durante diez horas;
pasado este tiempo, se hizo un conteo de colonias en cdmara de Quebec para comparar entre
los controles positivos y negativos, y el blanco con base en los datos de UFC obtenidos con
la siguiente férmula.

Numero de colonias x Factor de dilucion

UFC/mL = 1)

Volumen sembrado (mL)

Al mismo tiempo, se prepararon tubos con 5 mL del mismo medio y se inocularon las
bacterias y consorcios usando el mismo proceso. De estas muestras, se tomé una alicuota
antes, a las cinco horas y a las diez horas de incubacién para medir su ODggg y hacer una
curva de crecimiento. Con base en ello, se calculé qué tanto méas era capaz de crecer cada
bacteria usando aceite como fuente de carbono respecto a los demés. Se tomé el dato de
ODggo a las diez horas para cada bacteria y se usé para calcular un factor de conversion
empirico para el resto de datos de O Dggp en base a la siguiente férmula (Beal et al., [2020).

_UFC
UFC _ X mL 104

= X ODg0p a diferent dici 2
mL Corregido ODﬁoo 10h a dilerentes condiciones ( )

Ademads, en un volumen de 1 mL del medio minimo, se inocularon las bacterias indivi-
duales de la misma forma descrita en triplicado. Estas se incubaron a diferentes condiciones
de temperatura (25, 35 y 45 °C) y pH (6, 7 y 8) durante la noche; ademds, se incluyé un
blanco sin bacterias. Se tomé el dato de ODggy para cada muestra al final de su periodo
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de incubacién y se calculd su dato correspondiente de UFC/mL usando el mismo célculo
anterior. Se hizo lo mismo para los dos consorcios propuestos, pero no se determiné su valor
de UFC/mL por ser una agrupacién de bacterias.

Consorcios bacterianos

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para los consorcios, se buscaba evaluar si
estos degradaban el aceite de forma directa en ausencia de otros nutrientes y as{ determinar
el alcance de su capacidad degradativa. Para ello, se inocularon 500 uLL de cada consorcio en
25 mL del mismo aceite usado en el resto de las pruebas. También se inocularon 13 perlas
de cada consorcio en el mismo volumen de aceite. Todas las muestras se dejaron incubando
durante siete dias a 37 °C y agitacién a 150 rpm. Pasado este tiempo, se tomaron alicuotas de
1 mL de cada muestra en tubos eppendorf, los cuales se centrifugaron durante cinco minutos
a 7850 rpm y 25 °C para dejar solo el posible producto hidrolizado en el sobrenadante. Este
se ley6 para cada muestra en equipo de FTIR marca PerkinElmer Frontier L1050101. Se
compararon los espectros obtenidos y también se evalué un control negativo que tenia solo
el aceite y que no se incubd para usarlo como espectro base para comparacion.

7.5.4. Medicién de la estabilidad de la actividad bacteriana
Pruebas de espectrofotometria

Para todas las pruebas se pesaron 90 g de tierra autoclaveada y se colocaron en un
beaker estéril. Se mezclé con 200 mL del buffer correspondiente y se fue filtrando usando
gasa y papel filtro estéril. Se coloco el liquido extraido en otro beaker estéril hasta tener
aproximadamente 125 mL. Dicho volumen se colocé en tubos Falcon de 50 mL estériles,
los cuales se centrifugaron a 7850 rpm y 25 °C durante cinco minutos para separar los
residuos de tierra y sedimento del sobrenadante que contenia el aceite. Se trabajé con
treinta réplicas y tres controles para cada cepa, por lo que se usaron cinco placas de 24
pocillos para las muestras. En cada una se colocé 1 mL del sobrenadante y 500 upL del
extracto de bacteria correspondiente. Se dejaron incubando las placas con agitacién media
durante treinta minutos para cada condicién de temperatura y pH descritas, usando buffer
para variar este ultimo factor. Pasado este tiempo, se transfirieron 200 uL del volumen total
de cada pozo a placas de noventa y seis pocillos. Se midi6 la absorbancia a 405 nm usando
el mismo lector de placas y se registraron los datos obtenidos.

También se queria evaluar la estabilidad en perlas, por lo que se colocaron trece perlas
en cinco pozos de una placa de doce pocillos junto a 1 mL de sobrenadante preparado
antes, y se hizo lo mismo para el control en un solo pozo. Se incubaron las placas durante
treinta minutos a las condiciones de pH y temperatura éptimas para cada bacteria segin
los resultados de las pruebas anteriores. De igual forma, se transfirieron 200 L del volumen
de cada pozo a placas de 96 pocillos y se midié su absorbancia a 405 nm.
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7.5.5. Pruebas de espectrofotometria con consorcios bacterianos
Preparacién de consorcios bacterianos

En base a los resultados obtenidos en las pruebas enziméticas y de antagonismo, se
seleccionaron las cepas con mayor absorbancia y estabilidad para formar el consorcio.

Consorcio como extracto De igual forma, se dejaron incubando las cepas en 30 mL de
medio de produccién de lipasas a 37 °C y 120 rpm durante setenta y dos horas, incluyendo las
dos cepas de P. paraglycinae seleccionadas (Minnikova et al.,[2023). Se hizo una medicién de
O Dgpg de cada solucién para asegurar que tuvieran concentraciones similares y se mezclaron
250 pul. de cada bacteria seleccionada en 25 mL de medio de produccion de lipasas en
tubos Falcon de 50 mL para formar dos consorcios, uno con cada Pseudomonas. Se dejaron
incubando los tubos durante veinticuatro horas a 37 °C y 150 rpm. Pasado este tiempo, se
colocaron 500 uL del consorcio bacteriano 5 pozos mas 1 control y se incubaron las placas
a 35 °C y pH 7 durante treinta minutos ya que fueron las condiciones 6ptimas segin los
ensayos anteriores. Se realizaron las mismas mediciones espectrofotométricas a 405 nm en
placas de noventa y seis pocillos usando 200 pL. de cada reaccidn.

Consorcio como perlas inmovilizadas Se hizo el mismo procedimiento explicado en
la seccién de inmovilizacién pero con 4 mL de cada consorcio y 4 mL de alginato de sodio.
También se incubaron a 35 °C y pH 7 durante treinta minutos y se midi6 la absorbancia a
405 nm.

7.5.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos para la absorbancia de la actividad lipolitica bacteriana a diferentes
condiciones de temperatura y pH se analizaron usando RStudio v2024.12.0. Con ello se hizo
un andlisis de aspectos como colinearidad, datos atipicos y tamano de los efectos de los
factores que influyen en la actividad enzimatica. El anélisis de los datos registrados para la
absorbancia de los extractos inmovilizados en perlas y de los consorcios se hizo en Microsoft
Excel. Con ello, se obtuvieron las estadisticas descriptivas correspondientes a cada grupo
de datos.
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CAPITULO 8

Resultados

8.0.1. Caracteristicas de las cepas bacterianas seleccionadas

La caracterizacién morfolégica permitio identificar las cepas bacterianas que cumplian
con los criterios microscopicos esperados y que ademads producian lipasas extracelulares

(Cuadro [2)).

Cuadro 2. Caracterizacién de las cepas bacterianas

Cddigo cepa Bacteria Tincién de Gram Lipasas
extracelulares
2AB4 B. megaterium Bacilos Gram positivos +
1AP11 Zijzzzag; Bacilos Gram positivos +
1BP6 B. cereus Bacilos Gram positivos +
1AP18 B. cereus Bacilos Gram positivos +
1AP20 Staphylococcus sp. Cocos Gram positivos +
1AP5 B. paramycoides Bacilos Gram positivos +
2MO6 P. paraglycinae Bacilos Gram negativos —
2MO7 P. paraglycinae Bacilos Gram negativos -

Nota. Elaboracién propia.

Aquellas bacterias que presentaron la morfologia esperada se incluyeron en una prueba
de rojo fenol para identificar presencia de lipasas extracelulares. Como se muestra en la tabla
anterior, se identificaron cuatro bacterias que cumplian con ambos criterios (B.megaterium
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2AB4, B.cereus 1AP18, Staphylococcus sp. 1AP20 y B.subtilis 1BP6), las cuales se usaron
en el estudio. Dos de las bacterias que presentaron lipasas extracelulares no se incluyeron en
las siguientes fases. En el caso de una de ellas, la morfologia observada en las tinciones de
Gram no correspondia con la registrada en el cepario. La otra cepa presenté contaminacién
cruzada con otra colonia bacteriana varias veces, por lo que se optdé por no usarla para
evitar sesgos en los resultados y asegurar la reproducibilidad de los experimentos.

8.0.2. Antagonismo de las cepas bacterianas seleccionadas

Se realizaron pruebas de antagonismo con la bacterias seleccionadas y se sumaron dos
mas. Estas ultimas eran 2MO6 y 2MO7, ambas P. paraglycinae, las cuales se tomaron en
cuenta debido a su posible potencial de formacién de biofilm, una caracteristica deseable en
la construccion de los consorcios.

Cuadro 3. Antagonismo bacteriano en agar rojo de fenol

2AB4 1BP6 1AP18 1AP20 2MO6 2MO7

2AB4
1BP6
1AP18
1AP20
2MO6
2MO7

Nota. Elaboracion propia.

El antagonismo entre las bacterias se marcé con un sombreado color azul, donde la
cepa de la columna presenté mayor crecimiento que la de la fila. Las cepas 2AB4 y 1AP20
presentaron menor actividad antagonista frente al resto de las cepas, incluyendo 2MO6 y
2MO7. En esta evaluacién, se tomo en cuenta si habia inhibicién en la produccion de lipasas
extracelulares por medio de cambio de color en el agar rojo fenol, otro aspecto que se tomé
en cuenta en la seleccién de las cepas (Cuadro .

8.0.3. Uso del aceite de parte de las cepas bacterianas

Para las bacterias inoculadas en medio minimo, se observaron diferencias significativas
en la cantidad de UFC/mL que generaron. Se observé algo similar en las mediciones de
ODgpo tanto para las cepas individuales como para los dos consorcios planteados. Estas
mediciones permitieron comparar el crecimiento conjunto frente al individual y evaluar la
dindmica de aprovechamiento del aceite como fuente de carbono en cada caso (Figura [L0)).
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Figura 10. Viabilidad y crecimiento de las cepas y los consorcios en medio minimo

UFC/mL de las cepas bacterianas
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Nota. Se calcul6 el valor de A. UFC/mL para las cepas individuales luego de un periodo de 10 horas
y B. ODgqq de las cepas individuales y los 2 consorcios evaluados (C1 y C2) en el mismo periodo de
tiempo. Tomando en cuenta que en indculos mezclados como los consorcios el cdlculo de UFC/mL se
complica debido a la presencia de diferentes cepas, se opté por no realizar esta estimacién y tomar
la densidad 6ptica como medida comparativa del crecimiento. Elaboracién propia.

La bacteria B. subtilis mostré el valor més alto de UFC/mL y por ende mayor viabilidad
en presencia del aceite, seguido de Staphylococcus sp. en todas las condiciones. En cambio,
B. cereus y B.megaterium fueron las que presentaron menos viabilidad también en todas
las condiciones evaluadas, siendo casi nula en algunas ocasiones. Por ende, las primeras dos
cepas tienen un metabolismo més adaptado al uso del aceite, mientras que en las otras
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es un factor mas limitante. En cuanto a los datos obtenidos para ODgyg, se observé un
comportamiento diferente, donde B.megaterium y el consorcio 1 presentaron mayor densidad
en la mayoria de las condiciones. Sin embargo, para ambos casos, los comportamientos de
las bacterias varian entre condiciones, es decir que no hay una preferencia clara por una
determinada condicién.

Figura 11. Curvas de crecimiento bacteriano en medio minimo
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A lo largo de un periodo de 10 horas, se evalué la densidad dptica tanto de las cepas individuales
como de los 2 consorcios evaluados (C1 y C2). Nota. Elaboracién propia.

Al mismo tiempo, al realizar curvas de crecimiento de las cepas individuales y en consor-
cio en medio minimo, se observé que B. megaterium y el segundo consorcio (C2) alcanzaron
las mayores densidades 6pticas al final del periodo de indubacién, lo que indica una mayor
capacidad de adaptacién y aprovechamiento del medio limitado. En contraste, Staphylococ-
cus sp. y B. cereus presentan curvas mas planas,lo que sugiere un crecimiento més lento o
una menor eficiencia metabélica bajo estas condiciones (Figura [L1]).

8.0.4. Degradacion del aceite de parte de los consorcios bacterianos

Con la finalidad de comprobar que hubiera una degradacion del aceite de forma mas
directa en los consorcios, se analizaron los espectros del aceite antes y después de exponerlo
a los consorcios bacterianos. Estos 1ltimos se evaluaron tanto en forma libre como de perlas,
por lo que también se analizd esta variable.
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Figura 12. Espectros de FTIR de aceite sin degradar y muestras tratadas con consorcios
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Nota. Se comparé la capacidad de degradacién de los consorcios 1 y 2 en su forma de extracto libre
(C1L, C2L) y de extracto inmovilizado en perlas de alginato (C1P y C2P) respecto al control, que

era aceite sin tratamiento y por ende sin degradar. Elaboracién propia.

La regiéon de C-H alifdtico (entre 2923 cm~! y 2853 cm™!) es consistente en todas las
muestras, lo que indica que las cadenas grasas permanecen intactas. Sin embargo, en la
region de alta frecuencia, se observa una disminucién de la transmitancia y la aparicién de
una banda ancha alrededor de 3475 cm™! en la muestra C1L que no estd presente en el aceite
sin degradar. Ademads, se observa una disminucién de las bandas en la regién incluida entre
1244 cm™! v 1190 cm™! para las muestras C1P y C2P respecto al control no degradado

(Figura [12)).

8.0.5. Caracterizacién del suelo usado

Se hizo un anélisis microbiolégico del suelo usado para los ensayos con la finalidad de
identificar las bacterias ya presentes en el mismo y compararlas con lo observado luego del
proceso de autoclaveado. Con ello seria posible establecer una linea base para analizar si
estas tenian un papel o influencia en la absorbancia y resultados observados. El suelo no
autoclaveado presenté principalmente dos morfologias bacterianas: bacilos Gram positivos
ligeramente alargados sin esporas y actinomicetos Gram positivos. En contraste, en la tierra
que si fue autoclaveada se observaron solo bacilos Gram positivos pequenos pero en grandes

cantidades (Figura [13)).
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Figura 13. Bacterias observadas en el suelo

No autoclaveado Autoclaveado

C1
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C3

Nota. Bacterias observadas en las muestras control (C-)
en el suelo autoclaveado (A y B) y no autoclaveado (C). Elaboracién propia.

8.0.6. Absorbancia de las cepas bacterianas a 405 nm
Extracto bacteriano

Se expusieron las cuatro cepas seleccionadas a diferentes condiciones de pH (6, 7y 8) y
temperatura (25 °C, 35 °C y 45 °C) y se midié su absorbancia. Asi, se registraron los valores
de absorbancia calculados para observar su comportamiento dependiendo del tratamiento
aplicado. Esto se hizo tanto para el aceite en el suelo autoclaveado como no autoclaveado.

En el caso de la absorbancia registrada para el aceite del suelo no autoclaveado, las
interacciones de pH 6-7 y temperaturas de 25 °C y 35 °C favorecieron valores mas altos,
principalmente en las bacterias B.subtilis y B.cereus. En general, la absorbancia disminuyé
a pH 8 y 45 °C, donde B.megaterium y Staphylococcus sp. mostraron los niveles més bajos

(Figura[14)).

39



Figura 14. Absorbancia a 405 nm de las cepas bacterianas en el aceite del suelo no autoclaveado
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Nota. Elaboracién propia.

Por otro lado, se observé una absorbancia menor para las pruebas hechas en el suelo
autoclaveado. Aun asi, B.subtilis volvié a presentar la mayor absorbancia, en particular a
pH 6-7 y 35 °C. Al mismo tiempo, B.cereus, B.megaterium y Staphylococcus sp. mostraron
valores reducidos, sobre todo en pH 8 y 25 °C (Figura .
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Figura 15. Absorbancia a 405 nm de las cepas bacterianas en el aceite del suelo autoclaveado
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Nota. Elaboracién propia.

En conjunto, las mejores condiciones para la absorbancia se observaron sin autoclavear,
en pH 7 y 35 °C, por lo que se usaron estas condiciones para las pruebas con perlas y
consorcios, mientras que la eliminacién de algunas bacterias del suelo tras autoclavear redujo
la absorbancia en todas las especies.

Asimismo, para comprobar la influencia de las variables consideradas en la absorbancia,
se hizo un andlisis en RStudio v2024.12.0 mediante el planteamiento de modelos lineales,
tanto en escala original como con correccién logaritmica, utilizando por separado las bases
de datos correspondientes a suelo autoclaveado y no autoclaveado.

En el caso del suelo no autoclaveado, el modelo lineal simple muestra el AICc minimo
de -538.4 y un peso de Akaike de 1, mientras que el modelo log-transformado tiene un
AICc considerablemente mayor (1965.7), lo que indica una capacidad explicativa nula en
comparacién con el otro modelo. Para el suelo autoclaveado, el modelo lineal simple también
es el mejor. Presenta un AICc negativo (-1792.6) y un peso igual a 1. Por el contrario, el
modelo log-transformado no tiene soporte debido a que su peso es de 0. En conjunto, estos
resultados sugieren que la transformacion logaritmica aplicada reduce el ajuste en ambas
condiciones, siendo el modelo lineal simple el que mejor describe lo observado en los dos

tipos de suelo (Cuadro [4)).
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También se realizé un andlisis de regresion utilizando como variable de respuesta la
absorbancia. Esta aproximacién permitié evaluar el efecto individual de los factores involu-
crados, facilitando la comparacién entre ambos tipos de suelo.

Cuadro 4. Parametros de regresién para los modelos seleccionados en suelos autoclaveados y no

autoclaveados
Variable Tamano del efecto (3) SE LCI UCI
No autoclaveado: Im(Absorbancia)
Intercepto 0.61210 0.05667 0.50089 0.72331
Temperatura 0.00335 0.00071 0.00195 0.00476
pH -0.04365 0.00721  -0.05781  -0.02950
B.megaterium -0.09462 0.01633  -0.12668  -0.06258
B.subtilis -0.04692 0.01670  -0.07969  -0.01415
Staphylococcus sp. -0.12202 0.01645  -0.15430  -0.08974
Autoclaveado: Im(Absorbancia)
Intercepto 0.62002 0.03032 0.56052 0.67951
Temperatura 0.00261 0.00037  0.00187 0.00334
pH -0.04312 0.00379  -0.050551  -0.03569
B.megaterium -0.04082 0.00865  -0.05780  -0.02384
B.subtilis 0.03767 0.00870 0.02060 0.05473
Staphylococcus sp. -0.03116 0.00870  -0.04823  -0.01409

Nota. Se obtuvieron los parametros de regresion de los modelos seleccionados, estimados automati-
camente en R utilizando a B. cereus como variable de referencia. Por ende, los coeficientes asociados
a las demas cepas bacterianas, tanto en suelo autoclaveado como sin autoclavear, reflejan su compor-
tamiento relativo respecto a B. cereus. Por otro lado, los efectos de temperatura y pH corresponden
a factores continuos que se aplican de manera general a todas las cepas incluidas en el modelo.
Elaboracién propia.

En el suelo no autoclaveado, todas las variables mostraron un efecto significativo sobre
la absorbancia, ya que sus intervalos de confianza excluyen el cero. Tanto la temperatura
como el pH fueron predictores importantes (Figura . La primera tuvo un efecto positivo
(8 = 0.00335), por lo que un aumento de la temperatura se asocia con una mayor absorban-
cia. Al contrario, el pH tuvo un efecto negativo (8 = —0.04365), indicando que aumentar
el pH se asocia con una menor absorbancia. Las cepas B. megaterium (f = —0.09462),
B. subtilis (f = —0.04692) y Staphylococcus sp. (5 = —0.12202) también presentaron efec-
tos negativos respecto a B.cereus, que mostré mayor absorbancia en la mayoria de las
condiciones. En el suelo autoclaveado todas las variables también tuvieron un efecto signi-
ficativo en la absorbancia, aunque en magnitudes menores. La temperatura tuvo un efecto
positivo (8 = 0.00261), y el pH tuvo un efecto negativo claro (5 = —0.04312). Las cepas B.
megaterium y Staphylococcus sp. continuaron mostrando efectos negativos (8 = —0.04082 y
B = —0.03116, respectivamente). Sin embargo, B. subtilis fue la tinica variable bacteriana
que mostré un efecto positivo significativo (8 = 0.03767), sugiriendo una asociacién con un
ligero incremento en la absorbancia (Cuadro [4).
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8.0.7. Comparacion de absorbancia en perlas y consorcios
Extracto bacteriano inmovilizado en perlas

En base a los resultados obtenidos para la absorbancia de las cepas individuales, se
seleccionaron las condiciones a las cuales se hicieron las pruebas para las perlas.

Figura 16. Absorbancia a 405 nm de las cepas inmovilizadas en perlas
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Nota. Se comparé la absorbancia de los extractos de bacterias inmovilizados en perlas bajo pH 7
y 35 °C, ya que fueron las condiciones con mayores valores de absorbancia en pruebas anteriores.
Elaboraciéon propia.

Se complementd el andlisis de las graficas con los valores correspondientes a los estadisti-
cos de media, desviacion estandar y coeficiente de variacién. Estos permiten cuantificar la
dispersién y consistencia de la absorbancia observada para comparar entre cepas.

Cuadro 5. Estadistica descriptiva de la absorbancia de las cepas en perlas

Condicién del Muestra Media (z) Desv:iacién Coeffic.i(’ante de
suelo estdndar variacién (%)
B. subtilis 0.157 0.00742 4.724
No autoclaveado B. cereus 0.145 0.00653 4.500
B. megaterium 0.176 0.01190 6.771
Staphylococcus sp. 0.609 0.05018 8.324
B. subtilis 0.142 0.0269 18.968
Autoclaveado B. cereus 0.387 0.1879 48.527
B. megaterium 0.330 0.0330 9.978
Staphylococcus sp. 0.308 0.0169 5.472

Nota. Elaboracién propia.

43



En el suelo no autoclaveado, la media de las cepas B. subtilis, B. cereusy B. megaterium
se encontré en un rango similar (0.145 a 0.176), siendo B. megaterium la més alta (0.176)
y B. cereus la més baja (0.145). La cepa Staphylococcus sp. mostré una absorbancia media
significativamente mayor (0.609). Asimismo, la dispersién fue baja en todas las cepas (CV
en el rango de 4.500 a 8.324), lo cual se muestra en la distribucién estrecha de los valores
de absorbancia.

Por otro lado, en el suelo autoclaveado, B. cereus mostré la mayor absorbancia media
(0.387), més del doble de la de B. subtilis (0.142). B. megaterium (0.330) y Staphylococcus sp.
(0.308) tuvieron valores de absorbancia intermedios, pero similares entre si. Sin embar-
go, B. cereus mostré una dispersién alta (48.527 %), lo cual se refleja en un rango inter-
cuartilico mds amplio (Figura[L6]). Los valores correspondientes a B. megaterium (9.978 %)
y Staphylococcus sp. (5.472 %) fueron mucho més consistentes entre si, ademas de menores
a comparacion del resto de las cepas (Cuadro .

Consorcios bacterianos

Se realiz6 el mismo andlisis para los consorcios bacterianos, observando tanto los valores
de absorbancia de forma grafica como su estadistica descriptiva.

Figura 17. Absorbancia a 405 nm de los consorcios bacterianos
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Nota. Se obtuvieron los valores de absorbancia para los consorcios evaluados, tanto en extracto
libre (C1L y C2L) e inmovilizados en perlas (C1P y C2P). Elaboracién propia

44



Cuadro 6. Estadistica descriptiva de la absorbancia de los consorcios

Condicién del Muestra Media () DeS\fiacién Coefﬁc.ie’;nte de
suelo estandar variacién (%)
C1L 0.811 0.0273 3.370
No autoclaveado C2L 0.604 0.1156 19.131
C1P 0.554 0.0483 8.713
C2P 0.445 0.0152 27.762
C1L 0.701 0.0626 8.920
Autoclaveado C2L 0.447 0.0395 8.844
C1P 0.363 0.2985 82.153
C2P 0.173 0.0457 26.410

Nota. Se obtuvieron las estadisticas descriptivas para los datos de absorbancia observados en el caso
de ambos consorcios evaluados, tanto en extracto libre (C1L y C2L) e inmovilizados en perlas (C1P
y C2P). Elaboracién propia

En el caso del suelo no autoclaveado, la muestra C1L (consorcio 1 en formato libre)
presenté la absorbancia més alta y estable, con una media de 0.811 y un coeficiente de
variacion de 3.370. En este suelo, la estabilidad general fue alta, siendo C2P la menos
estable con CV= 27.762 %. En general, la inmovilizacién en perlas (C1P y C2P) present6 una
tendencia a reducir la absorbancia media en ambos consorcios a comparacién del formato
libre (C1L y C2L). De forma similar, en el suelo autoclaveado fue también la muestra C1L
(0.701) la que tuvo mayor absorbancia y estabilidad (CV=8.920%) (Cuadro [6]). Ademas,
la muestra C1P (consorcio 1 en perlas) presenté la mayor inestabilidad de todo el estudio,
con CV=82.153 %, debido a su rango muy amplio de valores (Figura .

Para las pruebas de crecimiento con medio minimo y medicién de absorbancia se obtu-
vieron controles como parte de la validacién de los datos obtenidos, mostrados como (*) en
las graficas pertinentes y de manera complementaria en la seccion de anexos. Se esperaba
tener valores menores en los controles que en las muestras experimentales, debido a que esto
indica que, a falta de bacterias o consorcios, no se presentaria liberacién de los compuestos
absorbentes a 405 nm. Para la mayoria de los casos esto se cumplid, con excepciéon de al-
gunos datos que presentaron absorbancia mayor al control. Debido a que son pocos casos,
se atribuye principalmente a una variacién experimental y no afecta significativamente la
validacion de los datos.

8.0.8. Meétodos metabolomicos para la caracterizacion de compuestos de
degradacion en suelo

Considerando que se evidencié un cambio metabdlico de parte de las bacterias evalua-
das en el suelo, potencialmente asociado a rutas lipoliticas y a las enzimas implicadas, se
procedié a identificar los métodos méas adecuados para el andlisis de la muestra mediante
enfoques metabolémicos. El objetivo fue reconocer los compuestos vinculados con la absor-
bancia observada. En base a las caracteristicas especificas de la muestra, se seleccionaron y
evaluaron distintos métodos, analizados en términos de sus ventajas y limitaciones.
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Cuadro 7. Métodos metabolémicos para la caracterizacién de compuestos de degradacién en suelo

Metod.o / Funcién Ventajas Desventajas
Herramienta
Identificacion o perfilamiento de compuestos
GC-MS Identificaciéon de me- Alta sensibilidad. Limitado a compues-
tabolitos volatiles y Adecuado para com- tos  termoestables.
semi-volatiles, inclu- puestos volatiles Requiere derivatiza-
yendo subproductos pequenos cién
de degradacién
LC-MS Deteccion de meta- Amplia cobertura. Efectos de matriz
bolitos polares y no Alta sensibilidad pueden complicar la
volatiles, incluyendo interpretacion
intermediarios de de-
gradacién
NMR Informacién estruc- No destructivo. Menor sensibilidad.
tural y cuantificacion Minima preparacion Menor efectividad en
en mezclas complejas  de muestras baja concentracién
FT-ICR-MS Caracterizacion de Resolucién extrema- Equipo costoso. Re-
compuestos con damente alta quiere expertos
resolucion ultraalta
PLFA Perfilamiento de Relaciona cambios Cuantificacion limi-
cambios microbianos ambientales con tada. Baja especifici-
por Aacidos grasos comunidades micro- dad quimica
fosfolipidicos bianas
Clasificacion de compuestos
CANOPUS Prediccion de clases Clasifica sin identi- Requiere espectros
quimicas a partir de ficacién previa. Se de alta calidad. No
espectros MS/MS adapta a matrices util con baja frag-
complejas mentacion
TurboPutative Clasificacién y ano- Reduce curaciéon ma- Depende de bases de
tacién automatica de mnual. Filtra por cla- datos. Puede excluir
datos LC-MS ses y rutas compuestos no ano-
tados
ChemRICH Agrupacién de meta- No depende de rutas. Menor resolucién es-

bolitos por similitud
quimica

Util para compuestos
no mapeados

tructural. No identi-
fica rutas especificas

Seleccion de rutas metabdlicas

Machine learning

Predicciéon de rutas
metabdlicas a partir
de redes de metabo-
litos

Detecta patrones
emergentes. Integra
datos multi-6micos

entrena-
robusto.
Riesgo de interpreta-
cién erronea

Requiere
miento

KEGG Mapeo de metabo- Método tradicional. Limitado a rutas re-
litos en rutas me- Visualiza rutas de presentadas en la ba-
tabdlicas conocidas degradacién se de datos

Nota. Adaptado de (Y. Q. Li et al., 2023 Y. Lu et al., 2023; Nanekar y Kokitkar, [2024; Diithrkop
et al., |2020; Barupal y Fiehn, [2017; Quest et al., 2010).
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capPiTuLO 9

Discusidn

La acumulacién de residuos grasos provenientes de actividades industriales representa
un problema ambiental significativo, en especial en sectores que incluyen el procesamiento
de aceites y grasas, y otras actividades agroindustriales que generan desechos lipidicos per-
sistentes. Estos residuos no siempre se dispersan facilmente por procesos biogeoquimicos,
sino que se mantienen adheridos al suelo o sedimento, generando un impacto negativo tanto
ecoldgico como econémico. La biodegradacion de grasas ha surgido como una estrategia cla-
ve para mitigar la contaminacion ambiental generada por residuos lipidicos, especialmente
en suelos impactados por procesos de origen industrial.

En este contexto, los microorganismos han despertado gran interés por su capacidad
de descomponer lipidos a través de procesos metabdlicos mediados por enzimas lipoliti-
cas, transformandolos en compuestos méas simples y menos téxicos. Estos productos pueden
ser aprovechados por las bacterias para sobrevivir y crecer en condiciones donde los lipidos
constituyen la principal o unica fuente de carbono, ya que la hidrolisis enzimética representa
la via mas directa para incorporar dichos compuestos a sus rutas metabdlicas convenciona-
les. Algunas bacterias muestran una preferencia clara por los compuestos del aceite frente a
otras fuentes de energia, mientras que otras tienen un metabolismo mas versatil que permite
usar varias fuentes de nutrientes, incluyendo el aceite, activando la maquinaria enzimética
necesaria cuando los hidrocarburos, de sus principales componentes, se encuentran dispo-
nibles en abundancia (American Society for Microbiology (ASM), 2011). Diversos trabajos
han empleado medios minimos suplementados solo con grasas como fuente de carbono para
evaluar la capacidad de crecimiento bacteriano y, de manera indirecta, comprobar la ac-
tividad de enzimas lipoliticas extracelulares. Estos demuestran que al exponer consorcios
microbianos a medios minimos con aceite o compuestos similares se da un enriquecimiento
de genes que codifican para surfactantes (Aratjo et al.,[2020). Derivado de esto, se mejora la
solubilidad de las grasas para que enzimas como las lipasas actien sobre ellas, aumentando
la capacidad de degradacién.
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Las pruebas con medio minimo realizadas en el presente estudio se analizaron en base
a los resultados de estimacién de UFC/mL por bacteria. Estos mostraron que B. subti-
lis tiene el mayor potencial de crecimiento incluso en condiciones de pH y temperatura
elevadas, usando aceite como unica fuente de carbono. Sin embargo, el pH 7 fue el pun-
to de mayor estabilidad, lo que coincide con estudios sobre comportamiento bacteriano en
diferentes condiciones, donde se ha reportado que el pH neutro representa un rango de
mayor estabilidad metabdlica y funcional (Mougi, 2024). Este comportamiento sugiere que
B. subtilis posee una capacidad adaptativa distinta, lo cual puede justificar el antagonismo
observado en pruebas previas, derivado de su rapido aprovechamiento del sustrato lipidico.
En contraste, Staphylococcus spp. y B. cereus presentaron curvas mas planas, por lo que
su eficiencia metabdlica podria ser menor estando por si solas, pero no necesariamente en
todas las condiciones.

Varios autores han senalado que ningin organismo por si solo puede degradar los mi-
les de componentes que conforman el aceite ya que por lo general solo pueden degradar
algunas clases de hidrocarburos, pero no todos. Por ende, se requiere de comunidades de
microorganismos actuando en conjunto para degradar un alto porcentaje del aceite (Ame-
rican Society for Microbiology (ASM), 2011)). De esta nocién surge el interés de evaluar la
biodegradacién bacteriana del aceite no solo de forma individual, sino también en agrupa-
cién o consorcio. En general, se observo que B. megaterium y Staphylococcus spp. mostraron
niveles de absorbancia intermedios, pero con mayor consistencia y menor variabilidad, lo
que los convierte en candidatos més confiables para aplicaciones reproducibles. Estas dos
cepas fueron seleccionadas para ambos consorcios, a pesar de que Staphylococcus spp. tuvo
menor eficiencia de utilizacion del aceite, principalmente por presentar menor antagonismo
frente a las demads cepas evaluadas, sin interferir en la produccién de lipasas extracelula-
res. Esta compatibilidad es clave en un consorcio funcional, ya que permite mantener la
actividad enzimatica sin inhibiciones cruzadas, favoreciendo la cooperacién metabdlica y la
eficiencia degradativa en ambientes complejos (Ebadi et al., 2021)).

A los consorcios formados se les agregd una cepa de P. paraglycinae, el primero con la
cepa 2MO6 y el segundo con 2MQO7. Esto se hizo con el objetivo de determinar si existian
variaciones en el comportamiento de los consorcios que pudieran atribuirse a diferencias
entre las cepas de Pseudomonas, en especial en aspectos relacionados con la estabilidad
comunitaria y la posible formacién de biofilm. Aunque estas cepas pertenecen a la misma
especie, su clasificacién como cepas separadas indica diferencias funcionales a nivel me-
tabdlico y genético, segin un andlisis previo realizado por el proveedor de las muestras.
Durante la formacién de perlas con ambos consorcios, se noté que las correspondientes al
segundo consorcio, donde se incluyé la bacteria 2MQO7, presentaban una consistencia mas li-
gosa. Esta caracteristica podria estar relacionada con la presencia de biofilm, una estructura
extracelular que algunas bacterias forman como estrategia de supervivencia y adaptacién.

La especie Pseudomonas es reconocida por su capacidad de formar biofilms robustos.
Si bien P. aeruginosa ha sido el modelo méas estudiado en este contexto (Thi et al., 2020),
otras especies del género, incluyendo aquellas presentes en ambientes naturales, también han
demostrado comportamientos similares. Esta capacidad estd relacionada con su habilidad
para adherirse a superficies sélidas, formar comunidades multicelulares protegidas por una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), y modificar su fisiologia en respuesta
a condiciones adversas. Es una estructura importante en el contexto de la biodegradacion
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y biorremediacion, ya que se ha demostrado que su formacién en la interfase aceite-agua
potencia la eficiencia del proceso de degradacién microbiana de hidrocarburos y compuestos
similares en suelos contaminados, lo cual se traduce a una mejor eficiencia de degradacién
(Yesankar y Qureshi, 2025; H. Zhang et al., [2024). Esta mejora se atribuye a la matriz
EPS, que actia como un microambiente que protege y concentra los sustratos, facilitando
el acceso de las enzimas degradativas al contaminante. Por 1ltimo, el biofilm puede facilitar
la cooperacién metabdlica entre especies, creando un sistema donde unas bacterias degra-
den productos intermedios generados por otras, lo cual amplifica la eficiencia del consorcio
(Zubair et al., |2014)).

Tomando esto en cuenta, para los consorcios lipoliticos usados en el presente estudio,
se esperaba que la formacion de biofilm tuviera un papel similar al favorecer la retencién
de lipidos en la matriz. También se esperaba que protegiera las bacterias frente a fluctua-
ciones de pH y temperatura. Sin embargo, los resultados no necesariamente muestran la
relevancia de P. paraglycinae en los consorcios, a pesar de que si se registraron valores de
absorbancia méas consistentes a comparacion de la alta variaciéon observada en las pruebas
con las bacterias individuales. Hay muy pocos reportes documentados sobre la capacidad de
P.paraglycinae de formar biofilm, lo cual limita la posibilidad de atribuir con certeza la con-
sistencia observada a dicha estructura y plantea una brecha de conocimiento relevante para
futuras investigaciones centradas en explorar su potencial degradativo, compatibilidad mi-
crobiana y sinergia funcional en ambientes contaminados. De forma similar, B. megaterium
y Staphylococcus sp. han sido mencionadas solo en algunos trabajos, ya que la mayoria de
los consorcios descritos en la literatura involucran especies como B. subtilis, B. cereus o P.
aureginosa. Por ende, el presente estudio propone un enfoque innovador al incorporar cepas
poco exploradas en consorcios lipoliticos, abriendo nuevas posibilidades para su aplicacién
en biorremediacién de residuos grasos (Kawo & Faggo, 2018)).

También se observé que la variabilidad en las mediciones de O Dggg fue méas pronunciada
en los consorcios, lo que refleja dinamicas de interaccion y supervivencia entre cepas, ya que
esta es una medida de la densidad celular mas que viabilidad. La comparacion entre cepas
individuales y consorcios en medio minimo mostré que los consorcios alcanzaron las mayo-
res densidades Opticas incluso a lo largo del tiempo, por lo que pueden ser mas eficientes
en la utilizacién de recursos limitados. De forma complementaria a estas observaciones, el
espectro FTIR mostré que la muestra de aceite expuesta al primer consorcio en forma de
extracto libre (C1L) gener6 una banda ancha de 3475 cm ™! luego de su incubacién. Segiin
un estudio realizado con aceite usado de una franquicia de alimentos, esto corresponde al
estiramiento de grupos -OH provenientes de hidroperéxidos, alcoholes y acidos grasos libres,
todos productos de la degradacién del aceite (Furlan et al.,2010). Aunque los resultados ob-
tenidos en las distintas pruebas no fueron idénticos, en conjunto evidencian que las bacterias
evaluadas tienen un proceso metabdlico de utilizacién del aceite relacionado con sus lipasas
extracelulares. Asi, mas que un aislamiento directo de las enzimas, lo que se demuestra es
la funcionalidad metabdlica de las bacterias bajo diferentes condiciones, lo cual constituye
un criterio ampliamente aceptado para validar la capacidad degradadora de hidrocarburos
y grasas en ambientes contaminados.

Contrario a lo esperado, ninguna de las pruebas donde se incluyeron perlas presentd
un aumento de la estabilidad de los procesos lipoliticos, lo cual sugiere que puede no ser
un método adecuado para estas bacterias y sus enzimas en particular, al menos bajo las
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condiciones evaluadas. En la literatura no se ha llegado a un consenso claro acerca de la
efectividad de la inmovilizacién en perlas de alginato. Algunos estudios, como el de Won,
muestran que dicha técnica es efectiva para mejorar la estabilidad operativa de las enzimas.
Sin embargo, plantea algunas especificaciones y parametros que afectan el rendimiento de
las mismas. Principalmente, determiné que una mayor concentracién de alginato (entre 1 %
y 2%) aumenta la eficiencia de carga pero reduce la actividad especifica de las enzimas.
En el presente estudio se usé una concentracién de alginato de 2.5% con la finalidad de
aumentar la retenciéon o carga de las enzimas en las perlas, pero ain es algo muy sujeto al
tamano del poro formado y al peso molecular del sustrato que debe entrar a las perlas. En
este caso no es posible conocer esto con detalle, debido a que no se saben las caracteristicas
especificas de las enzimas presentes en cada bacteria involucrada. Ademds, en el articulo
se usaron lipasas derivadas de Candida rugosa, un hongo, por lo que el peso molecular de
estas enzimas puede variar en comparacién a las de las bacterias en general (Yilmaz et al.,
2011). Esto destaca la necesidad de realizar una secuenciacién en futuras investigaciones
para conocer las caracteristicas genéticas bacterianas a nivel de lipasas y asegurar que no se
generen poros muy pequenos en las perlas que eviten la entrada de los sustratos especificos
de las enzimas.

Asimismo, el estudio de Won resalta que un recubrimiento con quitosano o silicato
mejora la estabilidad de las perlas sin necesidad de aumentar la concentracién de alginato.
Por ende, es méas viable usar una concentracién de alginato que atin permita la entrada del
sustrato y completar con un recubrimiento para evitar la pérdida del mismo y asi mantener
la actividad lipolitica de una manera Optima. Algo similar se propuso en el estudio de
Yilmaz, donde se determiné que una encapsulacién de las perlas en una matriz porosa
de silicato aun permite este intercambio entre la enzima y su sustrato mientras mejora
incluso la estabilidad térmica (Won et al., 2005). Esto resulta relevante en aplicaciones de
biorremediacién, donde las fluctuaciones de temperatura en el suelo podrian comprometer
la viabilidad de los sistemas enzimaticos, por lo que es una modificacion para considerar a
futuro. Otros estudios muestran que la efectividad de la inmovilizacién de enzimas puede
mejorar o empeorar la actividad y estabilidad de la enzima dependiendo de las condiciones
especificas usadas, ya que algunas pueden inactivarlas casi por completo (Arana-Pena et al.,
2020)). Por ende, el proceso de formacién y uso de las perlas debe ser optimizado en funcién
de cada contexto experimental para controlar bien cada parametro que pueda influir en su
desemperno.

A lo largo del estudio, se observé una tendencia donde las pruebas realizadas en suelo
no autoclaveado mostraron valores mayores en términos de absorbancia respecto al suelo
que si se autoclaved. Se buscaba incluir este dltimo como un control estéril para poder
atribuir los cambios observados solo a las bacterias exdégenas introducidas. Por ende, se hizo
una caracterizacién de las bacterias presentes en el suelo, las cuales incluian actinomicetos
y bacilos Gram positivos para el suelo sin autoclavear. Esto es congruente con estudios
que reportan la presencia de de Bacillus, Micrococcus y Streptomyces en suelos de minas
de piedra caliza, caracterizados por su pH alcalino y bajo contenido de macronutrientes
(Otiniano et al., 2024)).

Estas bacterias, en particular Streptomyces, pertenecientes a los actinomicetos, presentan
un alto contenido de guanina (G) y citosina (C) en su ADN, entre 60% y 70 %. Este
contenido G+C es un factor que contribuye a su resistencia frente a condiciones extremas,
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en particular la exposicién a altas temperaturas (Devnarayan & Hemshikha, [2025). Sin
embargo, su rango de supervivencia documentado se encuentra entre 45 °C y 60 °C, mientras
que el proceso de autoclaveado al que se sometio el suelo alcanzoé los 121 °C, por lo que se
presume que estas bacterias fueron eliminadas. Por otro lado, el suelo que si fue autoclaveado
presenté una gran abundancia de bacilos Gram positivos. A pesar de que si se observaron
cambios en la microbiota del suelo autoclaveado, lo que indica que el ciclo aplicado fue
efectivo para eliminar al menos parte de las bacterias presentes, el tratamiento con autoclave
no funcioné como control de esterilizacién. Aun asi, se observé una cantidad abundante de
bacilos Gram positivos, cuya resistencia a temperaturas superiores a 100 °C en suelos ha
sido ampliamente reportada. Esto se debe a su capacidad de formar endosporas, estructuras
que protegen el ADN bacteriano de altas temperaturas, radiacion y desecacién debido a la
presencia de dipicolinato de calcio y una envoltura multicapa (Mckenney et al., 2013)). Por lo
mismo, no se llegd a una linea base estéril para las pruebas; por ende, la inclusion del suelo
autoclaveado en el estudio se justificd desde el punto de vista de un control de supresién
bioldgica parcial que también representa un aporte para comprender la influencia de la
composicién fisicoquimica del suelo en los resultados.

Un estudio realizado en 2008 mostré que el tratamiento con autoclave provoca los cam-
bios més fuertes en la estructura quimica de la materia orgédnica del suelo (Berns et al.,
2008]). Se ha descrito que la absorbancia a longitudes de onda superiores a 390 nm proviene
de interacciones intramoleculares de transferencia de carga entre donadores y aceptores,
acumuladas a partir de distintos bloques moleculares. Dichos bloques tienen su origen en
la actividad metabdlica bacteriana, que genera y transforma compuestos aromaticos y po-
lifendlicos capaces de integrarse en las sustancias himicas. Al interactuar electrénicamente
dentro de la matriz himica, estos componentes producen estados de transferencia respon-
sables de la senal 6ptica observada. Aunque la absorbancia registrada no constituye un
sensor directo de la actividad metabdlica en tiempo real, su origen esta ligado a productos
metabdlicos acumulados o transformados por la accién bacteriana previa, por lo que puede
considerarse una huella del metabolismo pasado o en curso (Vecchio & Blough, [2004)). Sin
embargo, las mediciones obtenidas no permiten identificar con certeza qué compuestos es-
pecificos absorbieron a esa longitud de onda, lo que representa un hallazgo emergente del
presente estudio y abre la necesidad de investigaciones futuras. En consecuencia, surge la
hipétesis de que los cambios metabdlicos observados en las bacterias se orientan mas que
todo a rutas lipoliticas, ya que, en ausencia de lipasas extracelulares, la supervivencia de las
bacterias se veria comprometida, principalmente en el medio minimo. Esto se debe a que
no habria ningtin otro mecanismo disponible para que obtuvieran una fuente de carbono
utilizable que pudiera acoplarse a sus rutas metabdlicas convencionales. Por ende, la inter-
pretacién de los resultados se hizo considerando que estos deben entenderse como parte de
un desarrollo metodoldgico preliminar, mas que como evidencia concluyente de actividad
lipasa.

Tomando en cuenta lo descrito, la interaccion a nivel electrénico varia en funcién de los
cambios en la propia matriz del suelo. El proceso de esterilizacién por autoclave causa un
aumento dréstico en el carbono orgédnico disuelto (COD) debido a la lisis de los microorga-
nismos no resistentes y la liberaciéon de sus componentes celulares. E1 COD es considerado
biodegradable, por lo que constituye una nueva fuente de carbono y nutrientes que puede
ser aprovechada tanto por los bacilos sobrevivientes como por las bacterias introducidas de
forma individual y en consorcios (Berns et al., 2008). Si bien dichas bacterias se inocularon
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en un medio para aumentar su produccion de lipasas, las vias lipoliticas son inducibles, por
lo que existe una mayor actividad de las enzimas lipoliticas cuando el aceite es la Unica
fuente de carbono. En contraste, cuando el COD se convierte en la fuente predominante,
las bacterias priorizan su uso para asegurar su supervivencia y proliferacién. Aunque esto
altimo esté ocurriendo en mayor cantidad en el suelo autoclaveado, se mide a longitudes de
onda mayores que la empleada en el estudio, por lo que no se reflejé en los resultados, que
se enfocan en cambios metabdlicos lipoliticos.

Es importante considerar que el suelo fue expuesto a 121 °C solo por aproximadamente
10 minutos, lo que puede haber limitado la efectividad del proceso de esterilizacion. Estudios
previos han reportado mejores resultados tras varias rondas de quince minutos en autoclave,
seguidas de tratamientos de una hora que incrementaron la efectividad (Querejeta, [2023]).
Por ello, para aumentar la esterilidad y evitar la posible intervencién de bacterias ajenas a
las estudiadas, se recomienda someter el suelo a rondas mas largas de autoclaveado. Otro
aspecto relevante es que el suelo utilizado en este estudio no corresponde al ambiente de
cana de azucar del cual se aislaron las cepas empleadas en los consorcios, lo que implica que
el método planteado debe validarse acorde a las condiciones de cada suelo en términos de
biorremediacién. Esto se refleja en el andlisis realizado en R, donde, si bien se planteé un
modelo adecuado para perfilar los datos de absorbancia obtenidos, los andlisis de residuales
mostraron limitaciones importantes en la capacidad explicativa de ambos modelos (Figu-
ra . Esto indica que, aunque los resultados obtenidos son relevantes y estadisticamente
significativos dentro del marco experimental, no deben extrapolarse directamente a otras
condiciones sin una validacién adicional. Para ello se requieren més réplicas y la verifica-
cién de la coherencia del comportamiento observado, lo que fortalecera la aplicabilidad de
los modelos y las conclusiones. Este enfoque es consistente con recomendaciones recientes
sobre la validacién de modelos en microbiologia ambiental, como se discute en el estudio de
Thapa, donde se enfatiza la importancia de evaluar la robustez de los modelos predictivos
en contextos experimentales diversos (Thapa et al., 2025).

Las absorbancias registradas se tomaron como una base para un futuro analisis a nivel
metabolémico con la finalidad de identificar los componentes involucrados en la respues-
ta lipolitica de las bacterias. Tomando en cuenta los métodos planteados y la naturaleza
de la muestra usada en el estudio, es decir tierra contaminada con aceite y un inéculo
bacteriano, se planteé la mejor estrategia para dicho analisis. Ya que se tiene una mues-
tra inicial con heterogeneidad quimica, se debe hacer una extraccién utilizando un sistema
MTBE/MeOH/H30 para separar la fraccién lipidica u organica de la acuosa, lo que permite
obtener lipidos y metabolitos polares de manera diferenciada. Para purificar y concentrar
lo més posible los metabolitos a analizar, se debe hacer una extraccién en fase sélida (SPE)
de la muestra (Eggers & Schwudke, |2016). Esto es de especial importancia porque asegura
reproducibilidad y comparabilidad de los datos, especialmente debido a que se esta traba-
jando con posibles efectos de matriz que pueden interferir en la deteccién de compuestos si
no se pasa por un proceso de purificacién.

Posteriormente, la caracterizacién se plantea mediante LC-MS para el andlisis de tri-
glicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos de cadena media-larga, que se consi-
deran los principales indicadores del metabolismo lipolitico. Esto se debe complementar con
GC-MS para obtener un perfil mas detallado de 4cidos grasos en forma de ésteres metili-
cos y para el seguimiento de compuestos volatiles derivados de procesos oxidativos, lo cual
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aporta informacién de la dindmica de degradacién en ambientes contaminados (Y. Q. Li
et al.,2023). Por tltimo, para vincular la composicién quimica con cambios en la comunidad
microbiana, se debe hacer PFLA, con lo que también se pueden inferir adaptaciones de las
bacterias frente a las condiciones creadas por el contaminante.

En la etapa de andlisis bioinformético, herramientas como CANOPUS (Diihrkop et al.,
2020) y ChemRICH (Barupal & Fiehn, [2017) son las mds viables para la clasificacién y
agrupacién de compuestos lipidicos, incluso aquellos no anotados en bases de datos conven-
cionales. Esto representa una ventaja frente a enfoques convencionales, que dependen de
la coincidencia exacta con bibliotecas de metabolitos conocidos y por ende tienen a dejar
sin interpretar una gran proporcion de sefiales generadas en matrices ambientales comple-
jas. Sin embargo, es importante reconocer que la calidad de los resultados depende de la
resolucién de los espectros obtenidos antes y de la cobertura de las bibliotecas de referencia
usadas para entrenar los modelos, lo que introduce un margen de incertidumbre a considerar
en la interpretacién. Por ultimo, la aplicaciéon de enfoques de machine learning favorece al
proceso al modelar las rutas de degradacion a partir de los compuestos obtenidos en pruebas
anteriores y asi integrar la informacién experimental con predicciones funcionales para su
aplicacién en biorremediacién (Quest et al., 2010).

En conjunto, aunque este estudio presenta limitaciones metodolégicas —como la falta
de esterilidad completa en los controles de suelo, la variabilidad observada en las mediciones
de absorbancia y la necesidad de mayor caracterizacién genética y bioquimica de las enzi-
mas involucradas— los resultados obtenidos son relevantes porque demuestran la capacidad
de las cepas evaluadas para crecer utilizando el aceite como fuente directa de carbono y
sugieren su potencial en consorcios lipoliticos para aplicaciones de biorremediacién. Estas
observaciones, aun siendo preliminares, aportan evidencia valiosa sobre la funcionalidad me-
tabdlica de bacterias poco exploradas y abren nuevas lineas de investigacién para optimizar
su uso en ambientes contaminados con residuos grasos.
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capiTuLo 10

Conclusiones

= La prueba colorimétrica permitié confirmar la presencia de lipasas extracelulares en
cuatro cepas bacterianas aisladas de suelo de cana de azucar. Por ende, fueron selec-
cionadas para la evaluacién de su capacidad lipolitica a diferentes condiciones.

= Se observé que B.subtilis mantiene un alto potencial de crecimiento y absorbancia a
diferentes condiciones de pH y temperatura, pero con alta variabilidad. Por otro lado,
B.megaterium y Staphylococcus sp. tienen valores con baja variabilidad, ademas de
menor antagonismo hacia las demés cepas, por lo que se consideraron como las mejores
opciones para la formacién de consorcios. Los valores de absorbancia de las bacterias
en el suelo no autoclaveado fueron mayores debido a varios factores, principalmente el
cambio en las propiedades fisicoquimicas del suelo luego del tratamiento con autoclave,
las cuales se deben tomar en cuenta en futuras aplicaciones.

= La formacién de consorcios mantuvo su potencial de degradacién pero solo bajo cier-
tas condiciones, lo que valida parcialmente la hipdtesis planteada. Estos resultados
demuestra que los consorcios bacterianos seleccionados, tomando en cuenta dindmicas
microbioldgicas y condiciones ambientales, pueden mejorar la eficiencia de biorreme-
diacién en suelos contaminados. Sin embargo, contrario a lo esperado, la inmovilizacion
en perlas no mejor6 esta capacidad ni en consorcios ni en cepas individuales, lo cual
resalta la necesidad de estandarizar este proceso segtin las condiciones experimentales.

= Las mediciones de absorbancia a 405 nm constituyen un hallazgo emergente que no
puede atribuirse directamente a la actividad lipasa, sino que reflejan procesos me-
tabdlicos més amplios cuya naturaleza ain no se ha esclarecido. Por ello, mas que
evidencia concluyente, estas mediciones deben interpretarse como un descubrimiento
preliminar que aporta nuevas preguntas sobre el metabolismo bacteriano en ambien-
tes contaminados. Este resultado abre una linea de investigacion que requiere estudios
adicionales para identificar los compuestos responsables de la senal dptica y su rela-
cién con la degradacién de lipidos, por medio de anélisis de metabolémica basados en
técnicas de extraccion, cromatografia y espectrometria de masas.
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capiTuLo 11

Recomendaciones

= En primer lugar, se recomienda realizar las mismas pruebas que involucraron el me-
dio minimo con p-NPP como fuente de carbono. Con ello, se podré evaluar de forma
mas directa la actividad especifica de las lipasas frente a un sustrato cromogénico, lo
que facilitard la cuantificacién espectrofotométrica y permitira determinar la eficien-
cia enzimatica bajo condiciones controladas. Esta modificacién también contribuira a
validar la capacidad degradativa de las cepas en un contexto més representativo del
mecanismo de accién lipolitica.

= Como complemento a la investigacién, se recomienda confirmar la formacién de biofilm
por medio de una prueba con cristal violeta para cuantificar la biomasa adherida en
superficies sélidas, lo que permitiria validar la capacidad de las cepas de generar
matrices extracelulares y establecer comunidades multicelulares.

= Se recomienda de igual manera hacer estudios de metabolémica y quimica analitica
de las cepas bacterianas para identificar los posibles compuestos producidos durante
la degradacion del aceite que pudieron causar la absorbancia observada a 405 nm.
Este tipo de andlisis permitiria aportar evidencia mas sélida sobre los mecanismos
involucrados y facilitaria la diferenciacién entre productos derivados de lipasas ex-
tracelulares y otros compuestos bacterianos, contribuyendo a una interpretacion mas
precisa de los resultados.
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caPiTULO 13

Anexos

13.1. Anexo A. Caracterizacion de bacterias del suelo
Cuadro 8. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las bacterias en el suelo no
autoclaveado
Muestra Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
C Colonias con morfologia mucosa y = Bacilos Gram positivos ligeramente
brillante, con bordes regulares y alargados individuales sin esporas.
coloracion ligeramente amarilla.
Colonias con crecimiento Disposicién dispersa sin
abundante y aspecto viscoso. agrupamientos definidos.
C1 Colonias pequenas aisladas con Bacilos Gram positivos
coloracion blanca y brillante y filamentosos escasos sin esporas.
bordes blancos.
Colonias con crecimiento limitado Disposicién irregular con baja
y bordes definidos. densidad celular.
9 Colonias pequenas aisladas con Bacilos Gram positivos
coloracion blanca y brillante y filamentosos escasos sin esporas.
bordes blancos.
Colonias con aspecto seco y Bacilos dispersos con morfologia
crecimiento puntual. uniforme.
C3 Colonias con morfologia mucosa y  Bacilos filamentosos cortos escasos

brillante, con bordes ondulados y
coloracion ligeramente amarilla.

sin esporas.

Nota. Elaboracién propia.
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Cuadro 9. Caracteristicas macroscopicas y microscédpicas de las bacterias en el suelo autoclaveado

Muestra Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscépicas

C- Colonias blancas aisladas, con
morfologia mucosa y brillante y
bordes lisos.

C1 Colonias blancas mucosas no Bacilos Gram positivos pequenos y
aisladas escasas. abundantes, sin esporas.

C2 Colonias blancas mucosas no
aisladas escasas.

C3 Colonias blancas aisladas, con

morfologia mucosa y brillante y
bordes lisos.

Nota. Elaboracién propia.

13.2. Anexo B. Factor de conversion a UFC calculado por
cepa

Cuadro 10. Conteo de UFC en medio minimo para las cepas bacterianas

Bacteria UFC/mL (10%) Factor de conversién
B. subtilis 30 1.08 x 1019
B. cereus 1.23 3.25 x 108
Staphylococcus sp. 15 4.09 x 10?
B. megaterium 1.9 4.92 x 108

Nota. Elaboracién propia.
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13.3. Anexo C. Selecciéon de modelos para la representacién
de los datos de absorbancia

Cuadro 11. Comparacién de modelos planteados para la absorbancia observada

Modelo planteado LL AICc AAICc wAICc
Suelo no autoclaveado

Im(Absorbancia) ~ Temperatura + pH + 276.25 -538.4 0 1
Bacteria

log(Absorbancia) ~ Temperatura + pH +  -975.80 1965.7 2504.1 0
Bacteria

Suelo autoclaveado

Im(Absorbancia) ~ Temperatura + pH +  903.342  -1792.6 0 1
Bacteria
log(Absorbancia) ~ Temperatura + pH + 55.526 -96.9 1695.63 0
Bacteria

Nota. Elaboracién propia.
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13.4. Anexo D. Controles de las pruebas realizadas

Cuadro 12. Controles de los valores de OD600 y UFC/mL para las cepas bacterianas bajo
diferentes condiciones de pH y temperatura

Temperatui

Bacteria pH °C) ODG600 UFC/mL
B. subtilis 6 25 0.027 7.50 x 10?
6 35 0.042 1.17 x 1010

6 45 0.018 5.00 x 10?

7 25 0.018 5.00 x 10°

7 35 0.013 3.61 x 10°

7 45 0.039 1.08 x 100

8 25 0.027 7.50 x 10?

8 35 0.028 7.78 x 1019

8 45 0.054 1.50 x 1010

B. cereus 6 25 0.15 4.40 x 10°
6 35 0.043 1.26 x 107

6 45 0.129 3.79 x 10°

7 25 0.205 6.02 x 10°

7 35 0.017 4.99 x 108

7 45 0.099 2.91 x 10°

8 25 0.017 4.99 x 108

8 35 0.212 6.23 x 10?

8 45 0.088 2.58 x 10?

Staphylococcus sp. 6 25 0.047 2.54 % 10°
6 35 0.194 1.05 x 1010

6 45 0.062 3.35 x 10°

7 25 0.068 3.67 x 10°

7 35 0.077 4.16 x 109

7 45 0.128 6.91 x 107

8 25 0.048 2.59 x 10?

8 35 0.023 1.24 x 109

8 45 0.631 3.41 x 1010

B. megaterium 6 25 0.016 1.94 x 108
6 35 0.302 3.65 x 10?

6 45 0.022 2.66 x 108

7 25 0.243 2.94 x 107

7 35 0.148 1.74 x 107

7 45 0.012 1.45 x 108

8 25 0.012 1.45 x 108

8 35 0.024 2.90 x 108

8 45 0.154 1.86 x 107

Nota. Elaboracién propia.
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Cuadro 13. Controles de los valores de absorbancia para los consorcios bajo distintas condiciones
de pH y temperatura

Consorcio pH TemI()ceCr?tura Absorbancia
C1 6 25 0.196
6 35 0.09
6 45 0.059
7 25 0.223
7 35 0.248
7 45 0.027
8 25 0.216
8 35 0.185
8 45 0.046
C2 6 25 0.091
6 35 0.072
6 45 0.157
7 25 0.103
7 35 0.079
7 45 0.011
8 25 0.156
8 35 0.07
8 45 0.089

Nota. Elaboracién propia.
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Cuadro 14. Controles de los datos de absorbancia de las cepas individuales bajo distintas
condiciones de pH y temperatura

Tratamiento pH Ter?olg)ratm Promedio absorbancia ()
No autoclaveado 6 25 0.549
6 35 0.619
6 45 0.436
7 25 0.335
7 35 0.334
7 45 0.353
8 25 0.336
8 35 0.528
8 45 0.520
Autoclaveado 6 25 0.270
6 35 0.325
6 45 0.318
7 25 0.306
7 35 0.321
7 45 0.251
8 25 0.315
8 35 0.448
8 45 0.425

Nota. Elaboracién propia.
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13.5.

segun los modelos seleccionados

Figura 18. Efectos de la temperatura, el pH y la bacteria en la absorbancia
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Nota. En ambos casos, se observa una correlacion positiva entre la temperatura y la absorbancia, lo
que sugiere que el aumento térmico favorece la actividad enziméatica. Sin embargo, el efecto del pH es
inverso: a medida que el pH se incrementa, la absorbancia disminuye, indicando una posible pérdida
de eficiencia en condiciones més alcalinas. En cuanto al tipo de bacteria, se evidencian diferencias
claras entre especies, siendo B. subtilis y Staphylococcus spp. las que generan mayores niveles de
absorbancia en suelo autoclaveado, mientras que en suelo no autoclaveado las respuestas son més
heterogéneas. Elaboracién propia en RStudio.

70



13.6. Anexo F. Validacion de modelos seleccionados

13.6.1. Suelo no autoclaveado
Figura 19. Validacién de residuales para el modelo lineal de la absorbancia en suelo no autoclaveado
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Nota. En el grafico QQ, la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p = 0) indica una desviacién signifi-
cativa entre los residuos observados y los esperados, lo que sugiere que los residuos no siguen una
distribucién uniforme ideal. Aunque una de las pruebas de dispersién no muestra significancia (p =
0.848), otra si lo hace (p = 0), lo que apunta a posibles inconsistencias en la varianza de los residuos.
Por otro lado, el grafico de residuos frente a predicciones transformadas por rango muestra patrones
no aleatorios y presencia de valores atipicos, lo que refuerza la posibilidad de especificacién inco-
rrecta del modelo o de efectos no capturados. En conjunto, estos resultados sugieren que el modelo
requiere ajustes adicionales para mejorar su capacidad explicativa y cumplir con los supuestos de
homogeneidad y distribucion de residuos. Elaboracién propia en RStudio.
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13.6.2. Swuelo autoclaveado

Figura 20. Validacién de residuales para el modelo lineal de la absorbancia en suelo autoclaveado
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Nota. El grafico QQ muestra una desviacién significativa entre los residuos observados y los esperados
(p = 0 en la prueba KS), lo que indica que los residuos no siguen una distribucién uniforme ideal.
Aunque una de las pruebas de dispersién no fue significativa (p = 0.848), otra sf lo fue (p = 0),
lo que sugiere posibles problemas de heterogeneidad en la varianza. Por su parte, el grafico de
residuos frente a predicciones transformadas por rango revela patrones no aleatorios y presencia de
valores atipicos, por lo que hay posibilidad de especificacién incorrecta o de efectos no modelados.
En conjunto, estas evidencias muestran la necesidad de revisar la estructura del modelo para mejorar
su ajuste y cumplir con los supuestos de independencia y homogeneidad de los residuos. Elaboracién
propia en RStudio.
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