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Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus por bacterias acido

Growth inhibition of Escherichia coli and Staphylococcus aureus by lactic acid bacteria isolated

Tomas Lopez'*

lacticas aisladas de leche cruda y queso Paraguay

from raw milk and Paraguay cheese

, Yadira Parra? ®, Danilo Fernandez' ®, Sandra Alvarez" ®, Camila Ayala'*
Matias Policani'? ® & Gabriela Ulke"

'Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Biotecnologia. San Lorenzo, Paraguay.
*Universidad Nacional de Itapua, Facultad de Ciencia y Tecnologia. Maestria en Biotecnologia en alimentos, San Lorenzo, Paraguay.

*Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Programa de Iniciacion Cientifica, San Lorenzo, Paraguay.

“Email: tlopez@facen.una.py.

Resumen: Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que poseen una gran capacidad para la
bioconservacion. Son conocidas por la produccion de una variedad de compuestos antagdnicos, entre ellos la
bacteriocinas. Su potencial antimicrobiano esta definido por la accion combinada de los metabolitos sobre bac-
terias no deseadas. En este trabajo se evalua la actividad antimicrobiana de 8 cepas de BAL aisladas de leche
cruda y queso Paraguay contra E. coli y S. aureus mediante dos metodologias: antibiograma y ensayos en medio
liquido. Se observo inhibicion de los patdgenos con ambas metodologias. Sin embargo, encontramos mejores
resultados con el ensayo en medio liquido.

Palabras clave: BAL, lacteos, bioconservacion, antimicrobianos, inhibicion, patogenos.

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms with great potential for biopreservation. They are known
to produce a variety of antagonistic compounds, among them bacteriocins, and their antimicrobial potential is
defined by the combined action of metabolites on non-desired bacteria. This work evaluates the antimicrobial
activity of 8 strains of LAB isolated from raw milk and Paraguay cheese against E. coli and S. aureus by two
methodologies: antibiograms and liquid medium assays. Both methodologies yielded growth inhibition against
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the pathogens. However, we found better results with the liquid medium assays.

Keywords: LAB, dairy, biopreservation, antimicrobials, inhibition, pathogens.

Introduccion

Las bacterias acido lactica (BAL) constituyen un
grupo heterogéneo de bacterias gram positivas,
anaerobia, no esporuladoras, que pueden ser cocos
o bacilos y que producen acido lactico como prin-
cipal producto durante el proceso de fermentacion
y poseen un gran potencial biotecnoldgico en la
industria de alimentos (Alvarez-Sieiro et al., 2016;
Sabatini, 2010). Como cualquier BAL que participe
en un proceso de fermentacion puede producir una
variedad de compuestos inhibidores, el potencial
antimicrobiano de estas bacterias estd dado por la
accion combinada de sus metabolitos en bacterias
indeseadas (Salomskiene et al., 2019).

La importancia de las pruebas de enfrentamiento

Recibido: 27/01/2020

radica en tener resultados sobre actividad antimi-
crobiana de las BAL aisladas frente a patdgenos
comunmente encontrados en los alimentos y que
producen su deterioro o enfermedades transmitidas
por los alimentos; para los cuales deben actuar como
bacteriostaticos o bactericidas.

Materiales y Métodos

Obtencion de cepas

Se utilizaron 8 cepas previamente aisladas de BAL:
M6A, M6B, M16A, M17A, M17B, M18, M19
y M21 que posteriormente fueron depositadas al
cepario del Departamento de Biotecnologia de la
FACEN-UNA. Como cepa control se utilizo Lac-
tobacillus plantarum ATCC® 8014™.,
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Pruebas de actividad antimicrobiana

Antibiogramas

Se plantearon tres pruebas de enfrentamiento
bacteriano independientes, cultivando las BAL en
distintos periodos de incubacion y con distintos
procesos de tratamiento del sobrenadante con el
fin de obtener resultados 6ptimos en cuanto a la
actividad inhibitoria (Jabbari et al., 2017; Kormin
etal., 2001).

Procedimiento 1

Se procedio6 a la activacion de las bacterias en es-
tudio por 24 horas en MRSA a 37 °C en atmosfera
aerobia. Pasado el periodo, se tomaron con un asa
de siembra 5 uL de colonias provenientes de los
cultivos, y se traspasaron a tubos que contenian 5
mL del MRSB, y se incubaron por 19 horas a 37
°C. Luego se tomaron 3 mL de las cultivos y se
centrifugaron a 8290 g por 20 minutos a 4 °C. Se
filtr6 el sobrenadante con filtros de 0,22 um SFCA
(Minisart, Sartorius), logrando asi un sobrenadante
libre de células. Posteriormente, se procedio6 a la
realizacion de pocillos de 5 mm en placas con MHA
y se agregd 10 pL. de MHA en cada pocillo para
cerrar el fondo del mismo y se dejo gelificar. Se
colocaron 25 pL del sobrenadante libre de células
en cada pocillo. Una vez colocadas las muestras se
incubaron a 4 °C durante 2 horas para permitir que
el sobrenadante se difundiera.

Se inocularon 100 pL cada una de las cepas
patogenas de 24 horas de incubacion en Agar LB,
E. coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC®
25922™) y S. qureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™) y se realiz6 el hisopado por
toda la placa creando un césped homogéneo. Pos-
teriormente se incubaron a 37 °C por 18 horas en
atmosfera de aerobiosis. Por ultimo, se procedio
al control de los resultados midiendo el halo de
inhibicion, con ayuda de una regla de vernier. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

Procedimiento 2

Se realizo primeramente la activacion de las bacte-
rias en estudio por 24 horas en MRSA a 37 °C en
atmosfera aerobia, pasado el periodo, tomando un

asa de siembra de 5 pL de colonias provenientes
de los cultivos y se traspasaron a tubos con 5 mL
de MRSB, se incubaron por 93 horas a 37 °C; se
tomaron 3 mL de los cultivos y se centrifugaron
los 3 mL a 8290 g por 20 minutos a 4 °C. Se fil-
tr6 el sobrenadante con filtros de 0,22 pm SFCA
(Minisart, Sartorius), logrando asi un sobrenadante
libre de células. Posteriormente se procedio a la
realizacion de pocillos de 5 mm en placas con MHA
y se agregd 10 ul. de MHA en cada pocillo para
cerrar el fondo del mismo y se dejo gelificar. Se
coloco 25 pL del sobrenadante libre de células en
cada pocillo, una vez colocadas todas las muestras
se incubaron a 4 °C durante 2 horas para permitir
que el sobrenadante se difundiera.

Se inoculdé 100 pL de cada una de las cepas
patogenas de 24 horas de incubacion en Agar LB,
E. coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC®
25922™) v S. aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™) y se realiz6 el hisopado por
toda la placa creando un césped homogéneo. Pos-
teriormente se incubaron a 37 °C por 18 horas en
atmosfera de aerobiosis. Por ultimo, se procedio
al control de los resultados midiendo el halo de
inhibicion, con ayuda de una regla de vernier. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

Procedimiento 3

Se realiz6 sin tratamiento previo del sobrena-
dante, dejando en el mismo todas las células
bacterianas presentes; primeramente, activando
las bacterias en estudio por 24 horas en MRSA a
37 °C en atmosfera aerobia, pasado el periodo,
se tomo6 un asa de siembra de 5 pL de colonias
provenientes de los cultivos y se traspasaron a
tubos con 5 mL del MRSB, se incubaron por 24
horas a 37 °C. Se realizaron pocillos en placas
con MHA y se agregdé 10 pL. de MHA en cada
pocillo para cerrar el fondo del mismo y se dejo
gelificar, se colocd 25 pL del cultivo no tratado
en cada pocillo.

Se inocul6 100 uL de las cepas patogenas de
24 horas de incubacion en Agar LB, E. coli (Mi-
gula) Castellani and Chalmers (ATCC® 25922™)
y S. aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC®
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en la prueba de inhibicion en medio liquido.

Tratamientos Componentes (240 pL)
1 Medio estéril 200 pL de medio LB + 40 pL de agua estéril
2 Control 1 185 pL de agua estéril + 40 pL de medio LB + 15 pL de patogeno (1,5x10° UFC/mL)
3 Control 2 185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 pL de patogeno (1,5x10° UFC/mL)

4 Medio + Agua

5 Blanco
6 Ensayos
7 Control +

(1,5%10° UFC/mL)

185 pL de medio MRSB + 40 pL de medio LB + 15 pL de agua estéril
40 pL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 uL de agua estéril
40 pL de medio LB + 185 pL de sobrenadante + 15 pL de patégeno (1,5%10° UFC/mL)

40 pL de medio LB + 185 pL de Lactobacillus plantarum ATCC® 8014™ + 15 uL de patogeno

25923™) vy se realizd el hisopado por toda la
placa creando un césped homogéneo. Posterior-
mente se incubaron a 37 °C por 18 horas. Por
ultimo, se procedié al control de los resultados
midiendo el halo de inhibicion; todos los ensayos
se realizaron por triplicado (Kormin et al., 2001).

En los tres procedimientos se utilizo la cepa
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) Bergey et
al. (ATCC® 8014™), como control positivo de
potencial inhibidor frente a las bacterias patoge-
nas humanas y como control negativo se utilizo
suero fisiologico al 0,9% estéril.

Prueba en medio liquido
Preparacion de sobrenadantes y patégeno

Se cultivaron las cepas de BAL en medio MRSB
por 24 h a 37 °C y las cepas patogenas E. coli y
S. aureus en medio LB por 24 hs a 37 °C, ambas
en una incubadora de CO2 serie 3 water-jacketed
(Thermo Scientific™), con una atmoésfera de
CO2 de 0,1%. Se centrifugaron los cultivo de
los patogenos a 4500 rpm por 10 min a 10 °C en
una centrifuga refrigerada TGL-16M (Boyn™)
, se desecho el sobrenadante y se resuspendiod
en PBS (1X). Se midi6 la absorbancia en el es-
pectrofotometro a 600 nm buscando llegar a una
absorbancia de equivalente a 1,5x107 UFC/mL.
Luego, se hicieron dos diluciones seriadas 1:10.
Por otra parte, se centrifugaron los cultivos de

BAL a 6000 g (7600 rpm) por 20 minutos a 4
°C y se recuperaron los sobrenadantes. Luego se
filtraron los sobrenadante con filtros de 0.22 um
(Sartorius) y se neutralizaron con hidroxido de
sodio hasta un pH de 6~7 (Gellert et al., 1999;
Zimina et al., 2016).

Finalmente, se incubd en una placa multipocillo
(x96) a 37 °C por 24 h en un Multiskan™ FC
Microplate Photometer (Thermo Scientific™),
acorde a los tratamientos presentados en la Tabla
1, y se midio la densidad optica a 620 nm cada 30
min por espectrofotometria durante la incubacion
(Gellert et al., 1999; Zimina et al., 2016). Cada
tratamiento se realizoé por cuadruplicado; como
control positivo se utiliz6 se utiliz6 la cepa
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) Bergey et
al. (ATCC® 8014™) y como controles negativos
se utilizaron: medio LB y agua estéril (Control 1)
y medio MRSB y medio LB (Control 2), ambas
inoculadas con 15 puL de L. monocytogenes
(1,5%105 UFC/mL).

Caélculo del porcentaje de inhibicion

Para el calculo del porcentaje de inhibicion se
procedio a utilizar la absorbancia maxima del
tratamiento y del control y se utilizé la siguiente
formula:

Abs, — Abs,
— L cx

Abs

c

= 100
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Donde:
I = Porcentaje de inhibicion.
Abst = Absorbancia maxima del tratamiento.

Absc = Absorbancia maxima del control.

Resultados y discusién
Antibiogramas

En esta investigacion se realizaron en total doce
enfrentamientos, todos por triplicado, siguiendo
las tres metodologias descritas en todos los casos.
Aunque las BAL hayan tenido corto o largo perio-
do de incubacion, los resultados arrojaron valores
minimos en cuanto a inhibiciéon de las bacterias
patdgenas con las que fueron enfrentadas. Esto
puede deberse a la falta de estrés de las BAL, las
cuales para que liberen sus metabolitos secundarios
deben tener un periodo de incubacién prolongado
o faltantes de nutrientes en su medio.

En todas las pruebas se detectaron zonas de in-
hibicion mayores a 1 mm (Tablas 2-4). En la prueba
del estudio de Kormin ez al. (2001) se registr6 una
sola zona de inhibicién pequefia, indicando asi
un efecto inhibidor de crecimiento frente a otras
cepas; una variable de importancia fue el control

Tabla 2. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 19 horas de incubacion.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra
. | Desviacion . |Desviacion
Promedio . Promedio .
i) estandar (i) estandar

(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 2,00 3,46
Mé6B 0,00 0,00 4,70 4,04
M16A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17A 0,00 0,00 6,70 0,58
M17B 1,30 2,30 7,00 0,00
Mi8 0,00 0,00 2,30 4,04
M19 0,00 0,00 2,30 4,04
M21 0,00 0,00 2,30 4,04
Control 0,00 0,00 5,30 1,15

Tabla 3. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 93 horas de incubacion.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra Desviacié D
Promedio esw:lacmn Promedio es"flaclon
(mm) estandar (mm) estandar
(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 0,00 0,00
Mé6B 0,00 0,00 0,00 0,00
MI16A 0,00 0,00 2,00 3,46
M17A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17B 0,00 0,00 0,00 0,00
M18 2,00 3,46 2,67 4,62
M19 0,00 0,00 2,67 4,62
M21 2,00 3,46 0,00 0,00
Control 0,00 0,00 0,00 0,00

del pH en los ensayos, pues el mismo es un factor
muy importante para la produccién de agentes
antimicrobianos de las BAL (Biswas et al., 1991;
Parente et al., 1994), inhibiendo asi el crecimiento
bacteriano de cepas patdgenas.

Procedimiento 1

Para el primer procedimiento se procedié segin
la metodologia descrita en Jabbari et al. (2017),
donde se enfrentaron 8 cepas de BAL aisladas y
reactivadas por 19 horas. En el caso de E. coli solo
se observo un halo de inhibicion frente a M17B y
en el caso de S. aureus se observo un halo de inhi-
bicion para todas las cepas estudiadas a excepcion
de M16A, los mayores halos corresponden a M17A
(6,70 mm) y M17B (7,00 mm) (Tabla 2).

Procedimiento 2

En este procedimiento se cultivaron las § cepas de
BAL aisladas por 93 horas frente a cepas patogenas
alimentarias, se obtuvieron halos de inhibicion en
el caso de E. coli frente a M18 y M21, ambos de
2,00 mm y para S. aureus se observaron halos de
inhibicion frente a M16A, M18 y M19. Con este
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procedimiento no se obtuvieron halos frente al
control positivo (Tabla 3), por lo que no es reco-
mendable utilizar.

Procedimiento 3

En la tercera prueba de enfrentamiento la variable
principal fue la no realizacion de los tratamientos
previos de las células bacterianas posteriores a su
incubacion de 24 horas, las 8 cepas de BAL fueron
aisladas y reactivadas por 24 horas y enfrentadas
a cepas patogenas alimentarias; no se obtuvieron
halos de inhibicion en el caso del enfrentamiento
con E. coliy en el caso de S. aureus se observaron
halos frente a M6A, M17A, M18, M19, M21 y el
control (Tabla 4). Los mayores halos de inhibicién
corresponden a M 18 (4,33 mm) y M21 (4,00 mm).

Usando como base el estudio de Jabbari et al.
(2017), de 40 muestras de origen lacteo, se obtu-
vieron 11 BAL aisladas, y en el estudio de antago-
nismo de todas ellas frente a bacterias patdogenas
como son S. tiphy, S. aureus, S. epidermidis y E.
coli frente a los aislados se obtuvieron valores
mas significativos, donde una de las variables es
el periodo de incubacion de las BAL en el proceso

Tabla 4. Prueba de actividad antimicrobiana en placa con
cultivos de BAL de 24 horas de incubacion sin tratamiento
previo del sobrenadante.

Cepa patégena
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Muestra
. | Desviacion . |Desviacion
Promedio . Promedio .
i) estandar ) estandar

(mm) (mm)
M6A 0,00 0,00 2,00 3,46
Mé6B 0,00 0,00 0,00 0,00
M16A 0,00 0,00 0,00 0,00
M17A 0,00 0,00 2,00 3,46
M17B 0,00 0,00 0,00 0,00
M18 0,00 0,00 4,33 3,79
M19 0,00 0,00 2,00 3,46
M21 0,00 0,00 4,00 3,46
Control 0,00 0,00 2,30 4,04

previo al enfrentamiento y la atmésfera modificada
de oxigeno. En el estudio mencionado se utiliza-
ron incubaciones de 48 y 72 horas, produciendo
mayor estrés a las BAL; en cambio en las tres
pruebas realizadas en este estudio, los periodos de
incubacion fueron sélo de 19, 24 y hasta 93 horas;
sugiriendo que cuanto mas estresadas se encuentran
las BAL, mayor poder de inhibicion tienen frente a
patogenos. Otros estudios demuestran que el efecto
inhibidor de BAL frente a Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum y
Clostridium perfringens, todas ellas reconocidas
patdgenas de origen alimentario, que son de atin
mayor relevancia ya que son las de mayor inci-
dencia y prevalencia en los estudios referidos a
enfermedades de transmision alimentaria.

Las pruebas referidas al enfrentamiento antago-
nico realizadas en el presente trabajo posibilitaron
determinar cuales BAL aisladas son posibles pro-
ductoras de bacteriocinas y qué enfrentamientos
realizar en nuevas pruebas.

Prueba en medio liquido

Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo para
cada uno de los patdgenos, cuyos resultados se
observan en la Tabla 5.

Se observaron porcentajes de inhibicion de hasta
99% en algunos casos. Sin embargo, se observa que
existen diferencias en el porcentaje de inhibicion
entre repeticiones de algunos de los sobrenadantes
analizados.

Conclusion

En casi todos los estudios bibliograficos se de-
termina que las BAL tienen varios compuestos
con propiedades inhibitorias frente a bacterias
patdogenas y deteriorantes de alimentos, por lo
que es importante en este estudio destacar que
debemos proseguir con los ensayos de inhibi-
cion, con las bacterias aisladas e identificadas
determinando las fuentes de actividad inhibitoria
como acidos organicos, peroxidos de hidrogeno
y bacteriofagos.

Si bien se observaron inhibiciones de creci-
miento para todos los métodos utilizados, los

Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus aisladas de leche cruda y queso Paraguay
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Resumen: Habiendo recurrido a una revision de catdlogos de eventos sismicos histdricos y recientes, publicados
por instituciones de monitoreo regionales de Argentina, Bolivia, Brasil y los registros de la Estacion Sismolo-
gica de FaCEN — UNA (CPUP) de aquellos sismos con epicentros dentro del territorio paraguayo, se reporta un
inventario de sismos ocurridos en Paraguay y se proponen sus zonas sismicas.

Palabras Clave: Sismos, Paraguay, Intraplaca, Subduccion.

Abstract: Having checked catalogs of historical and recent seismic events, posted by regional monitoring stations
of Argentina, Bolivia, Brazil and the seismic records of the Seismological Station at FACEN — UNA (CPUP) of
those earthquakes with epicenters in the paraguayan territory, an inventory of earthquakes occurred in Paraguay

is reported and its seismic zones are proposed.

Key Words: Earthquakes, Paraguay, Intraplate, Subduction.

Introduccion

Paraguay se localiza entre los paralelos 19°y 27.7°
Sur; y los meridianos 54°y 63° Oeste en el subcon-
tinente Sudamérica, rodeado por Argentina, Bolivia
y Brasil; en el centro de la Placa Sudamericana, en
los margenes nororientales de la cuenca del Chacoy
suroccidentales de la cuenca del Parana (Figura 1).

Algunos Antecedentes

Segun Rengger (2010), en Paraguay los temblores
son muy raros, y en caso de ocurrir, se sienten ape-
nas. Harrington (1950), realizé consideraciones a
partir de un evento percibido por la poblacion el dia
24 de diciembre de 1944 en el contexto del valle de
Ypacarai: la sacudida fue lo suficientemente intensa
para alarmar a la gente (...) y se escucharon como
relampagos distantes (brontides), lo cual prueba
que el sismo fue local y que las fracturas principales
aun siguen activas en la zona.

En la bibliografia antigua se comprueba que las
primeras mediciones refinadas de sismos paragua-
yos fueron llevadas a cabo por Assumpgao & Suarez
(1988), con el objeto de medir el mecanismo focal

Recibido: 27/11/2019

del sismo ocurrido el 8 de abril de 1982 en el bajo
Chaco. En un trabajo posterior, Assumpg¢ao (1992)
determina el mecanismo focal para otro evento
chaquefio acaecido el 12 de abril de 1985.

Veloso et al. (1994) realizan una evaluacion de
la sismicidad del Paraguay. Este se constituye en
el primer trabajo de investigacion de la situacion
sismologica propiamente de Paraguay.

La publicacion de Berrocal & Fernandes (1996)
se destaca como uno de los de mayor relevancia en
relacion a la sismologia del Paraguay y sus regiones
vecinas. En dicho trabajo también se proponen posi-
bles fuentes sismogénicas y se caracterizan eventos
en funcion de sus profundidades.

Con datos de primera mano del Observatorio
Sismologico de la Universidad de Brasilia (OSB)
en complemento con algunos pocos registros del
catalogo de la USGS, Barros et al. (2001) realizan
un historial de los sismos ocurridos en Paraguay.

La siguiente actualizacion del catdlogo sismo-
logico del Paraguay se presenta en el Congreso
del Centro Regional de Sismologia para América
del Sur (CERESIS), en Lima — Pertq, y en donde

Aceptado: 26/03/2021

2078-399X/2021 Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad Nacional de Asuncion, San Lorenzo, Paraguay. Este
es un articulo de acceso abierto bajo la licencia CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es).
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se asocia a sismos de bajas magnitudes y profun-
didades focales someras, por la tectonica activa
local, especialmente en el escenario de la cuenca
del Parana (Berrocal & Fernandes, 1996) y algunos
antropicos del tipo explosiones de canteras.

Sismos Inter/Intraplacas

Los sismos pueden clasificarse por su distribu-
cion geografica en relacion a los bordes de pla-
cas tectonicas. Aquellos interplacas usualmente
se manifiestan por rozamiento en los bordes de
placas, y los intraplacas en lugares alejados de
dichos bordes (Kulhanek, 1990). Los sismos
autéctonos del Paraguay son todos del tipo in-
traplaca.

Existen varias hipotesis que intentan explicar
las causas de los sismos intraplacas. La de mayor
aceptacion es aquella que propone el sismolo-
go norteamericano Sykes (1978. En Franca &
Assumpcao, 2008), cuando afirma que donde
existe actividad sismica es una zona débil, y
cualquier cambio de esfuerzo local originaria un
sismo. Otra hipdtesis explica que la sismicidad
intraplaca ocurre en regiones de concentracion
de esfuerzos (Talwani, 2014). Muchas veces la
conjuncion de estos factores (concentracion de
esfuerzos y zonas de debilidad) ocurren en una
misma zona sismica.

Assumpgcao et al. (2004) han reconocido por
medio de tomografias sismicas zonas en el entor-
no intraplaca, donde la concentracion de epicen-
tros aumenta en zonas donde la litosfera presenta
menor espesor y los modulos de las velocidades
de las ondas P son menores. Segin ese modelo, el
calor de la astenosfera aumenta la temperatura en
la parte mantélica de la litésfera haciéndola mas
ductil. Esto genera una concentracion de esfuer-
zos en la corteza superior, mas rigida, generando
asi zonas de propension sismica.

Los sismos intraplaca, Teixeira et al. (2009)
consideran a estos sismos como reflejos de las
tensiones compresivas y extensivas de los bor-
des y normalmente ocurren en profundidades
rasas, hasta 30/40 km con magnitudes bajas a
moderadas.

Tabla 1. Clases y Tipos de Magnitudes de los Sismos (USGS,
2018; Michigan Tech, 2018; Tarbuck & Ludgens, 2005).

Magnitud (Richter) Tipo
Iguales o Superiores a 8.0 Megategr;ﬁ(())to/Gran

7.0-7.9 Sismo Mayor
6.0-6.9 Sismo Fuerte
5.0-59 Sismo Moderado
4.0-49 Sismo Ligero
3.0-3.9 Sismo Débil
2.1-29 Microsismo

Iguales o Menores a 2.0 Instrumentales

Sismos de acuerdo a sus Magnitudes

En la Tabla 1 podemos ver la clasificacion de los
sismos de acuerdo a sus magnitudes.

Sismos de acuerdo a sus Profundidades

Se clasifican en tres tipos: sismos someros o
superficiales (80% de la actividad sismica), en
donde los focos de sismos se producen en el rango
de profundidad entre 0 y 30 Km; los intermedios,
cuyas profundidades ocurren entre 30 y 300 Km;
y los profundos, siendo aquellos que igualen o su-
peren el hipocentro de 300 km (Assumpgao, 2018.
Comunicacion personal).

Métodos

Se recurre a catalogos de entidades de monitoreo
sismico regionales para realizar un recopilado de
eventos que superen o igualen a las magnitudes
locales y/o regionales (ml; mR; mb) de 2, cuyos
epicentros se enmarcan en la superficie de Paraguay.
Asimismo, se integraran los datos del Laboratorio
de Sismologia de la FACEN — UNA a los demas
eventos y se establecera otra tabla.

Los eventos recopilados se georreferenciaran
en un mapa tematico. Posterior a ello, se cotejaran
los epicentros con el modelo de tomografia sismi-
ca de las ondas P y S en Paraguay y se realizaran
observaciones para arribar a conclusiones acerca
de su sismicidad.

Las Zonas Sismicas en Paraguay
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Resultados y discusion

Sismicidad del Paraguay en sus principales
cuencas.

Ocurrencia

La mayor cantidad de sismos, segun el catalogo
actualizado (Tabla 2), se distribuyen principalmente
al sur de la Region Oriental, en los margenes oc-
cidentales de la cuenca del Parand, y en la cuenca
del rio Pilcomayo en el Chaco. Existen zonas en
donde no se han reportado eventos notables o de
relevencia hasta el presente; a tales lugares, aqui
se los denomina zonas asismicas, como ser en la
cuenca del rio Parana en su margen oeste, Amam-
bay, Canindeyu, y al norte del Chaco (Figura 2).

Magnitud

Los sismos de mayor violencia se manifiestan en
el Chaco paraguayo. Estos eventos historicos (de
1982, 1985 y 1989) fueron percibidos en Asuncion
y se los considera como moderados. El sismo de

60°0

1982 (mb 5.2) tal vez sea el de mayor relevancia;
por su efecto notable en la ciudad capital y alrede-
dores debido a su cercania. En la cuenca del Parana
los eventos suelen ser de los tipos ligeros, débiles
0 microsismos (ver Tabla 1).

Profundidad

Segun los registros, los sismos profundos se lo-
calizan preferentemente en la Region Occidental
(Chaco) del Paraguay. Los eventos en la cuenca del
Parana se destacan por ser someros, y las personas
en algunos casos reportan los “sonidos sismicos”
(earthquake sound) asociados.

Es de considerar que no todos los sismos inven-
tariados y tabulados presentan sus datos respectivos
de profundidad, por lo cual este despliegue resulta
de utilidad para conocer regiones epicentrales
dentro de geografia del Paraguay en relacion a sus
profundidades. Los eventos cuyas profundidades
no fueron calculadas se los considera como sismos
corticales (someros).
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Elaborado por Gadea M. 2019.
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Figura 2. Sismos en Paraguay. Las figuras geométricas aumentan de tamafio con relacion a las medidas de magnitud. Sus formas
seflalan profundidades, y las tonalidades clasifican las diferentes escalas de magnitudes.
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P - tomo Prot. 200 k|

Figura 3. Epicentros del catalogo de sismos someros representados en circulos con relacion a las anomalias de ondas P (Portner
et al., 2018. En AGU 2018); y anomalias de ondas S (Rodriguez et al., 2018. En AGU 2018). Las velocidades de las ondas se
expresan en %, con relacion al modelo de velocidades del IASP91.

Sismogénesis

Se estima que los sismos profundos (en el Chaco
paraguayo) se relacionan con la subduccion de la
Placa de Nazca por debajo de la Placa Sudame-
ricana, por el avance del frente (front slab) de la
placa de Nazca en desplazamiento en direccion
a la astenodsfera. Los eventos cuyos epicentros se
sitian en la cuenca del Parana, debido a zonas de
debilidad cortical y/o acumulacion de esfuerzos
((Assumpgao, 2004).

Tomografia Sismica

Las velocidades mas bajas de las ondas Py S de
la tomografia sismica indican menor espesor de la
litosfera, lo cual concentra esfuerzos en la corteza
superior. En el sur de Paraguay, segun se ha compro-
bado, existe una zona con sismicidad atipica, coin-
cidente con una litosfera mas delgada (Figura 3).
Asi también, en la misma region se han recono-
cido anomalias gravimétricas isostaticas positivas,
lo cual puede sefalar una contribucion de esfuerzos
flexurales (semejante a la parte central de Brasil)

para explicar esta zona sismica (Assumpgao et al.,
2019).

Por otra parte, segun el catalogo propuesto en
este trabajo, se ha comprobado una zona estable,
asismica, al este de la Region Oriental del Paraguay.
Cotejando la distribucion de epicentros con los
datos tomograficos, se propone que dicha region
presenta mayor estabilidad relativa por su mayor
espesor, por lo cual no han sido reportados sismos.

Conclusiones

Los sismos autoctonos en Paraguay son del tipo
intraplaca, por encontrarse alejados de los bordes
de las placas tectonicas.

De acuerdo a lo revisado en los registros his-
toricos de diferentes agencias, y las sefiales de los
eventos del laboratorio local en los ultimos afios,
se establece deterministicamente que en Paraguay
ocurren sismos con caracteristicas muy propias. No
es posible realizar estimaciones estadisticas debido
a la inexistencia del total de los registros sismicos,
y en este estudio se comprueban tendencias.

Rafael Fugarazzo, Moisés Gadea, Maximiliano Caballero, Marcelo Souza de Assumpcao & Vincent Figueres
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La ocurrencia de sismos no reviste peligrosidad
teniendo en consideracion los antecedentes. No se
han reportado victimas fatales o perjuicios econ6-
micos importantes luego de algin evento a lo largo
de la historia del Paraguay.

Atendiendo a lo anteriormente expresado, en
términos de nomenclatura, en el Paraguay son fre-
cuentes las manifestaciones sismicas, o los sismos,
y hasta el presente no se han reportado terremotos.
Los eventos, considerando sus tamafos, son mo-
derados a bajos.

Se reconoce que los epicentros de los sismos
tabulados se localizan en la Region Oriental del
pais en su porcion centro sur-occidental, en los
departamentos de Paraguari, Neembuct, Misiones,
Caazapa, Caaguaza, Guaira, Itapua, San Pedro y
Concepcion. Algunos de estos sismos son precedi-
dos o0 acompaiiados por sonidos sismicos.

En la Region Occidental, coincidente con la
cuenca del Chaco, se comprueba sismicidad en la
cuenca del rio Pilcomayo a lo largo de su cauce, en
los departamentos de Presidente Hayes y Boqueron.
El en departamento de Alto Paraguay también se
verifica sismicidad, especialmente en el trecho del
cauce del rio Paraguay.

El reciente inventario de sismos sefiala mayor
cantidad de ocurrencias de eventos en la cuenca
del Parana en relacion a la cuenca del Chaco. Asi-
mismo, los sismos de mayor energia y profundidad
ocurren en la cuenca del Chaco. Hasta este tiempo,
no se ha comprobado algun evento que supere la
magnitud 5.0 y o de caracter intermedio/profundo
en la cuenca del Parana.

Segun los modelos tomograficos sismicos, esta
concentracion de eventos en el sur de Paraguay
responde a una litosfera delgada, por lo cual con
mayor debilidad y a su vez genera concentracion
de esfuerzos en la corteza superior.

Se verifica sismicidad en el craton del Rio Te-
bicuary en su contacto oriental con la cuenca del
Parana. En dicha cuenca, no existen los reportes
macrosismicos o registros digitales de eventos en
direccion a su depocentro, en los departamentos
de Alto Parana, Canindeyll y Amambay, por lo
cual, actualmente se considera a ésta region como

asismica.

Es de tenerse en cuenta que en el pasado no
se contaba con el instrumental apropiado para el
registro de sefales sismicas, por lo cual los datos
son incompletos y el mapa sismologico podria en-
contrarse con cierta distorsion. Los futuros registros
complementaran a los datos ya conocidos, y de ese
modo se comprendera mejor el comportamiento
sismoldgico nacional.
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Resumen: Las plantas halofitas muestran un nicho perfecto para aislar bacterias de interés, pues estan adaptadas
a ambientes extremos, estas bacterias podrian ser analizadas y explotadas por sus capacidades enzimaticas en
la investigacion y en diversas industrias. En este trabajo analizamos la actividad enzimatica de las bacterias
endofiticas y la rizosfera de Sarcocornia neei, una haldfita que se desarrolla en los saladares chaquefios. La
actividad enzimatica se determind mediante placas de Petri, que contenian medio base, suplementado con 2 g/
1 (almidén, carboximetilcelulosa, pectina y caseina). Se determin6é degradacion enzimatica por la formacion de
halos. Se obtuvieron un total de 83 aislamientos bacterianos, siendo Gram positivas 80 (96,3%) y Gram nega-
tivas 3 (3,6%). En los ensayos cualitativos de produccion de enzimas hidroliticas, se determinaron productores
de amilasas 50,6%, celulasas 40,9%, pectinasas 36,1% y proteasas 10,8%. Los aislados bacterianos capaces de
producir enzimas hidroliticas fueron mayoritariamente bacterias endofiticas, de los cuales siete aislados fueron
capaces de producir simultdneamente amilasas, celulasas y pectinasas.

Finalmente, las bacterias capaces de inhibir el crecimiento de F. solani fueron 13,8%, mientras que el 4,6% de
los aislados fueron capaces inhibir el crecimiento de K. pneumoniae y solo el 0,6% mostrd actividad antimi-
crobiana frente a S. aureus.

Palabras Clave: Sarcocornia neei, haldfitas , enzimas hidroliticas.

Abstract: Halophyte plants show a perfect niche to isolate bacteria of interest, as they are adapted to extreme
environments, these bacteria could be analyzed and exploited for their enzymatic capacities in research and in
various industries. In this paper we analyze the enzymatic activity of endophyte bacteria and the rhizosphere of
Sarcocornia neei, a halophyte that develops in the Chaco salt marshes. Enzyme activity was determined using
Petri dishes, containing base medium, supplemented with 2 g / 1 (starch, carboxymethylcellulose, pectin and
casein). Enzymatic degradation was determined by the formation of halos. A total of 83 bacterial isolates were
obtained, 80 being Gram positive (96.3%) and 3 Gram negative (3.6%). In qualitative tests for the production
of hydrolytic enzymes, producers of amylases 50.6%, celluloses 40.9%, pectinases 36.1% and proteases 10.8%.
The bacterial isolates capable of producing hydrolytic enzymes were mainly endophyte bacteria, of which seven
isolates were capable of simultaneously producing three hydrolytic enzymes amylases, celluloses and pectinases.
Finally, the bacteria capable of inhibiting the growth of F. solani were 13.8%, while 4.6% of the isolates were
capable of inhibiting the growth of K. pneumoniae and only 0.6% showed antimicrobial activity against S. aureus.

Keywords: Sarcocornia neei, halophytes, hydrolytic enzymes.

Introduccion

Por lo general el chaco paraguayo se caracteriza en
presentar una superficie plana, y pendientes suaves
en algunas regiones y relieves poco ondulados en
otras. El ambiente adverso y la evaporacion a través
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del tiempo, en gran manera, produjo formaciones
de evaporitas, haciendo asi que el suelo sea halo-
fito y xerofitico, ocasionando la formacion de los
saladares (Goémez Duarte, 1986).

Los vegetales adaptados a este tipo de ecosis-
tema halofito tienen mecanismos adaptativos para
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resistir los factores abidticos. Este es el caso de
Sarcocornia neei (Lag.) M.A. Alonso & M.B. Cres-
po (basionimo: Salicornia neei Lag.) un vegetal
haléfito, ampliamente distribuido, puede soportar
altas concentraciones de sal acumulandola, ademas,
es empleada en la gastronomia y se ha reportado
cualidades farmacéuticas (Patel, 2016).

Alas plantas se asocian bacterias que pueden ser
endofiticas y rizobacterias (bacterias del interior del
tejido vegetal y bacterias del suelo circundante a las
raices de las plantas) estos microorganismos pueden
establecer asociaciones simbioticas con las plantas,
son benéficas ya que estimulan el crecimiento vege-
tal, produciendo una variedad de sustancias, como
las enzimas hidroliticas en defensa contra patogenos
protegiendo a la planta y adaptandola al ambiente
(Ryan et al., 2008).

Estas enzimas hidroliticas que producen las bac-
terias son de gran importancia comercial con aplica-
ciones biotecnologicas en las industria alimenticia,
agroindustrial y farmacéutica (Olanrewaju et al.,
2017; Amoozegar et al., 2019; Corral et al., 2019).

Las bacterias son fuentes ideales para producir
enzimas hidroliticas, debido a su facil produccion,
por requerir poco espacio para el cultivo, creci-
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miento rapido, escalable en la industria y flexibi-
lidad muchas veces para la manipulacion genética
(Sivakumar et al., 2009). Algunas de las enzimas
hidroliticas producidas por las bacterias son celu-
lasa, pectinasa, proteasa, amilasa entre otras. Las
celulasas, proteasas y amilasas se utilizan para la
preparacion de detergente para acelerar el proceso
limpieza.

Las celulasas microbianas se producen comer-
cialmente, pues estas se complementan con los
detergentes para la eliminacion de la suciedad sin
danar y aumentar la suavidad de los tejidos. Las
bacterias, especialmente las del genero Bacillus,
secretan enzimas extracelulares como amilasas,
proteasas y lipasas con potenciales valores comer-
ciales (Mukesh et al., 2012).

Las proteasas de los microbios son enzimas
industriales importantes y representan aproximada-
mente el 40-60% de las ventas totales de enzimas
en todo el mundo (Vijay et al., 2011; Ramkumar
etal., 2018).

Las proteasas son enzimas que catalizan la hi-
drolisis de los enlaces peptidicos de las proteinas
mediante la adicion de agua a través de los enlaces
peptidicos, y se encuentran ampliamente en plantas,

2's
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Figura 1. Localidad de muestreo. A) Ubicacion geografica del sitio de muestro. B) Saladares del Chaco Seco Laguna Capitan

(imagenes propias).
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animales y microorganismos (Niyonzima & More,
2015). Debido a sus amplias aplicaciones, muchas
proteasas de microorganismos se han estudiado en
las ultimas décadas, la mayoria de ellas se encuen-
tran en cepas de Bacillus y Pseudomonas (Rahman
etal.,2010).

Otra enzima de importancia industrial con va-
rias aplicaciones biotecnologica es la pectinasa, se
emplea en la industria de produccion de biocom-
bustibles, papel de pulpa, alimentos para animales,
textiles, fibra (Rebello et al., 2017).

Los microorganismos han proporcionado una
variedad de metabolitos secundarios con intere-
santes actividades bioldgicas notables que actian
como biorreguladores, moléculas de sefializacion
/ deteccion de quorum, farmacos antimicrobianos
entre otros beneficios industrial, debido a todas
estas cualidades este trabajo tuvo como objetivo
analizar el potencial biotecnologico que pudie-
ran tener las bacterias de la rizosfera y raices
de Sarcocornia neei aisladas de los saladares
chaquefios.

Métodos

Zona de muestreo, aislamiento bacteriano y
condiciones de cultivo

El muestreo se realizd en el Departamento de
Boqueron Chaco, en las cercanias de la Lagu-
na Capitan, en las coordenadas -22.540873 S,
-59.676123 W. Se escogio este sitio de muestreo
por la ubicacion de las lagunas saladas y por ser
un ambiente halofito y xerofitico (Figura 1). Para
el aislado de bacterias de la rizosfera, las muestras
deraices y suelo circundante fueron colectadas por
conveniencia durante periodos comprendido entre
abril y agosto de 2019.

Para cumplir con la cantidad de muestra repre-
sentativa se decidio colectar de manera aleatoria 10
plantas de Sarcocornia neei, segin el recorrido de
cuadricula a 17 metros de las orillas de la laguna
salada (Atlas ef al., 1998).

Muestras provenientes de la Rizosfera

Se utilizé 0,1 g de suelo provenientes de la
rizosfera, se agregd agua estéril, se procedio a

mezclar de forma enérgica y constante por unos
segundos, siendo el procedimiento con modifi-
caciones propuestas por Felestrino et al. (2013),
luego se tomd 100 pl de esta solucidn y se in-
trodujo en medio liquido Luria-Bertani (LB), se
incubd por 24 horas. Posterior a la incubacién
con el método de dilucion 10! a 10, se tomd
100 pl de la dilucion 10y se plaqued en cajas
de Petri 90x15 mm con medio Luria-Bertani Agar
(LBA). A continuacion, se incubaron a 28 °C por
10 dias. Las colonias que se desarrollaron con
diferentes formas y tamafios fueron transferidas
en nuevas placas de Petri con medio LBA, para
su posterior aislamiento. Posteriormente a cada
aislado se le realiz6 la tincion de Gram. Todos
los aislamientos fueron conservados en glicerol
al 15% y almacenados a -20 °C.

Muestras de Raices Provenientes de S. neei

Se tomaron cinco fragmentos de las raices de plan-
tas S. neei, de aproximadamente 1,0 - 0,5 cm. Las
muestras de raices fueron desinfectadas mediante
una secuencia de soluciones: 9 g/ NaCl — 2 min,
70% de alcohol — 2 min, 2,5%, acido clorhidrico
(HCI)- 2 min y tres lavados de agua destilada, se
tomo una raiz para control de esterilidad en medio
liquido.

Las raices fueron maceradas en un mortero, para
depositar en un medio liquido LB, se incub¢ a 28
°C durante 24 horas (Felestrino, 2013).

A continuacion, una alicuota de 100 pl, se inocu-
16 en medio selectivo LBA que contenia clotrima-
zol, para evitar la formacion de hongos. Todas las
placas se incubaron a 28 °C durante un periodo de
hasta 10 dias, las bacterias que fueron desarrollan-
dose durante los dias de crecimiento fueron aislados
en nuevas placas con LBA selectivo. Las bacterias
aisladas fueron tefiidas segun el procedimiento para
la tincién de Gram. Todos los aislamientos fueron
catalogados, conservados en glicerol al 15% y
almacenados en — 20 °C (Figura 2).

Produccion de Enzimas hidroliticas

La actividad enzimatica se determino en placas de
Petri 90x15 mm, que contenian medio base con

Bacterias asociadas a Sarcocornia neei (Lag.) provenientes del chaco seco paraguayo
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Figura 2. Resumen representativo de la metodologia empleada en el aislamiento bacteriano de las raices de Sarcocornia neei.

(K,HPO, 2 g/l, KHPO, 2¢g/l agar 15 g/l, extracto
de levadura 1 g/l) suplementado con 2 g /I (car-
boximetilcelulosa, almiddn, pectina y caseina) con
el pH ajustado a 6,0. Para la visualizacion de la
degradacion enzimatica se empled el rojo congo
y lugol para la determinacion de la produccion de
amilasas, celulasas, pectinasas y proteasas, por
triplicado para cada uno de los ensayos (Feoli et
al., 1997).

Antagonismo microbiano

Para el ensayo de inhibicion del crecimiento de
patogenos, se realizaron pruebas con los siguientes
microorganismos Fusarium solani (Cepa no refe-
renciada, identificada y aislada), Staphylococcus
aureus meticilino resistente (ATCC 43300) y K/e-
bsiella pneumoniae (ATCC 700603), utilizando el
método de arrastre, en placas de Petri con medio

YPD agar (Yeast extract peptone dextrose), donde
el patégeno se agreg6 en el centro de la placa y por
el método de arrastre a las bacterias en estudio,
luego se incubo a 28°C, y 37°C para Klebsiella
pneumoniae, luego del 6to dia hasta el 12mo dia
se observo el crecimiento de ambos organismos,
las bacterias de interés frente a los patdogenos
(Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos de referencia utilizados para el
ensayo de antagonismo, que provocan daiios a su hospedador.

Organismo Hospedador

Fusarium Solani Solanum tuberosum

Klebsiella pneumoniae Homo sapiens

Staphylococcus aureus Homo sapiens

Yolanda Amelia Lépez Benitez, Leandro Marcio Moreira & Gilberto Antonio Benitez Rodas
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Figura 3. Aislamiento bacteriano. A) Aislamiento bacteriano por extension en p. B) Aislamiento bacteriano por agotamiento.
C) Colonias puras por estriado para obtencion de biomasa.

Resultados y discusion
Tincion de Gram y morfologia bacteriana

A partir de las raices de S. neei y el suelo circun-
dante a las raices, se obtuvo un total de 83 aislados
bacterianos, fueron aislados en medio LBA por
agotamiento de asa, hasta obtener cultivos puros a
partir de colonias basados en la variedad de formas
y tamafio (Figura 3).

Lamorfologia celular se observé al microscopio
optico, mediante tincion de Gram, las bacterias
aisladas de las raices como de la rizosfera se divi-
dieron en Gram positivas con un total de 80 (96,3%)
y Gram negativas solo 3 (3,6%) aislados, de las
cuales 50 (60,2%) corresponde al suelo circundante
(rizosfera) de las raices de las plantas y 33 (39,7%)
de las raices (endofitas) de S. neei, mientras que
el trabajo publicado por Szymanska et al. (2016),
encontraron un 77,3%-87,5% de los aislados eran
Gram positivos, de igual manera reportaron que el
50% de los aislados bacterianos cultivables pertene-
cian a las rizobacterias y el otro 50% a los endofitos
proveniente de Sarcocornia sp.

Passari et al. (2017) reportaron que el numero
maximo de aislados bacterianos endofiticos de una
planta con propiedades medicinales fue de 46,7%.
En el trabajo de Huang et al. (2019) encontraron
mayor numero de aislados en la rizosfera, con un
63,3%, mientras que el 36,3% provenian del interior
de las raices de Platycodon grandiflorum.

Rodriguez et al. (2020) reportaron que Pseudo-
monas segetis proveniente de Salicornia europea,

producen compuestos que aumentan la capacidad
para defenderse contra patdogenos y capaces de pro-
ducir enzimas hidroliticas: Celulasas, pectinasas,
amilasas y proteasas (Figura 4).

Una de las enzimas hidroliticas que producen
las bacterias son las celulasas, las celulasas repre-
sentan el grupo mas destacado a nivel mundial en
cuanto a enzimas, ya que tienen varias aplicaciones
industriales (Kuhad et al., 2011).

En los aislados obtenidos en este trabajo (Figura
5) fueron capaces de formar halos que evidencia
produccion de celulasas 34 (40,9%), de las cuales
el 82,3% son bacterias endofiticas, el 17,6% de
los aislados provienen de la rizosfera (Figura 5B).

Szymanska ef al. (2016) reportaron que el 50%
fueron enddfitos y el 36,8% fueron rizobacterias
provenientes de Salicornia sp., en el estudio de
Pereira & Castro (2014), encontraron que el 62,5%

Aislados Bacterianos

Proteasa m

Celulasa

Pectinasa

Enzimas Hidroliticas

Amilasa

Figura 4. Representacion porcentual de los aislados bacteria-
nos que demuestran la capacidad de produccion de enzimas
hidroliticas.
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Figura 5. Aislamiento bacteriano: A) Aislamiento bacteriano con capacidad de produccion de amilasa. B) Aislamiento bacteriano
con capacidad de produccion de celulasa. C) Aislados con capacidad de produccion de pectinasa. D) Aislamiento bacteriano

con capacidad de produccion de proteasas.

de los aislados presentaron actividad endocelulitica.

Liu et al. (2019), demostraron que un grupo
diverso de bacterias coloniza el tejido interior de
la planta L. ruhenicum una halofita medicinal,
donde el 32,1% de endoéfitos presentaron capacidad
celuloliticas.

Mientras que en el estudio de Mukhtar et al.
(2019), obtuvieron mas del 40% de sus aislados con
capacidad hidrolitica, provenientes de la rizosfera
de un vegetal haldfito.

Los resultados obtenidos en este trabajo, en
relacion con la produccion de celulasas en condi-
ciones de ensayo cualitativo, se obtuvo aislados
bacterianos con produccion de celulasas, esto es
corroborado por Menéndez et al. (2016), donde
han identificado genes relacionados con la activi-
dad celulodsica en cepas pertenecientes al género
Rhizobium, asi como en numerosas actinobacterias
de los géneros Actinosynnema, Cellulomonas y
Streptomyces, entre otros (Koeck et al., 2014).

Otra enzima producida por las bacterias son las
pectinasas, estas son empleadas para produccion de
jaleas, zumo de frutas, jugos de frutas y vino, pues
mejora la extraccion, la filtracion y la clarificacion
del zumo de frutas, mejorando las cualidades del

producto final, (Kashyap et al., 2001).

También las industrias de biocombustibles de-
mandan esta enzima junto con las xilanasas, pues
mejorar la sacarificacion de la biomasa vegetal,
durante la produccion de biocombustible (Thite &
Nerurkar, 2019).

En este ensayo cualitativo los aislados bacteria-
nos que presentaron un halo visible de hidrolisis,
fueron un total de 30 (36,1%), dato similar al trabajo
de Hasan et al. (2020), encontraron que el 37,2% de
los aislados bacterianos proveniente de Corchorus
olitorius , con capacidad de producir pectinasa y
xilanasa de manera conjunta. En cuanto al origen
de los aislados seglin relacion con S. neei se ob-
tuvieron endofiticas 76,6%, las bacterias aisladas
provenientes de la rizosfera 23,3% (Figura 5C).

En la literatura varias bacterias producen simul-
taneamente xilanasas y pectinasas como Bacillus
sp. y Streptomyces sp., que son empleadas para la
produccion industrial (Kashyap et al., 2001).

La aplicacion de enzimas pectinoliticas crudas
en diversos procesos industriales hace que estas
enzimas sean comercialmente valiosas y un proceso
de produccion sea rentable, las cepas de Bacillus
safensis y Bacillus altitudinis se estudiaron para la
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produccion de pectinasas (Thite et al., 2020).

Para determinar la actividad proteolitica se em-
pled la técnica cualitativa de difusion en placas de
agar y caseina, los aislados que producen proteasas
presentan un halo visible de hidrdlisis. Del total
de los aislados fueron capaces de formar halos 9
(10,8%) aislados (Figura 5D).

El 77,7% de las bacterias con actividad de
hidrolisis fueron endofiticos y el 22,2% fueron
bacterias provenientes de la rizosfera, en el trabajo
de Mukhtar et al. (2019), encontraron que el 47%
de las bacterias aisladas presentaron actividad
proteolitica y amilolitica de la rizosfera de Atriplex
amnicola una planta halofita.

Encontramos que el 50,6% de los aislados bac-
terianos presentaron actividad amilolitica (Figura
5A), cifras similares a la encontrada en este estudio
fueron reportados también por Carrim et al. (2006),
donde el 60% de los aislados producian amilasa,
también en el trabajo de Caneschi et al. (2018),
encontraron que el 55% de las bacterias producian
amilasas, aisladas de diferentes plantas.

En este estudio 7 aislados fueron capaces de
producir las tres enzimas hidroliticas estudiadas,
mientras que Ben et al. (2019), lograron aislar
12 bacterias endofiticas capaces de producir siete
enzimas probadas (proteasa, gelatinasa, quitinasa,
celulasa, amilasa, pectinasa y glucanasa) [Tabla 2].

Existen aun pocos trabajos en la literatura sobre

bacterias productoras de enzimas en nuestro pais,
provenientes de plantas xerofiticas y halofitos, este
es nuestro aporte a la informacion, que puede ser
punta pie para futuras investigaciones enfocadas
a la produccion de enzimas y escalabilidad en la
industria. La mayoria de los reportes de estas enzi-
mas son observados en aislados bacterianos como
fingicos, (Oumer, 2017).

En estudios anteriores, sugieren que las bacterias
halofitas producen enzimas con aplicaciones indus-
triales y de investigacion, debido a su naturaleza
termoestable y tolerante a la sal, caracteristicas
optimas para aplicaciones como produccion de
biocombustible, aditivos, detergentes (Corral e al.,
2019; Amoozegar et al., 2019)

Las bacterias que crecen en simbiosis a S.
neei podria ser explotadas por sus capacidades
enzimaticas en la industria textil, biocombustible,
biofertilizantes y agentes de biocontrol frente a una
amplia variedad de tensiones abidticas y bioticas.

Antagonismo microbiano

A lo largo de los afios se han ido encontrando
bacterias que producen metabolitos secundarios,
antibidticos capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos, entre las bacterias mas estudiadas
se encuentran Bacillus, Streptomyces ssp, Pseudo-
monas spp., (Rojas Badia et al., 2017; Huang et al.,
2019). El sistema inmune de los vegetales tiene un

Tabla 2. Capacidad de produccion de los aislados, con produccion (+) y sin produccion (-).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

ACTIVIDAD HIDROLITICA

Aislados Morfologia Gram Amilasa Pectinasa Celulitica Proteasa
5R Bacilo A 4 - + -
18E Bacilo + + + + -
58E Bacilo F + + + =
64E Bacilo + + + + -
70E Bacilo “F 4 4 + -
75E Bacilo + + + + -
80E Bacilo i e + + -
83E Bacilo + + + + -
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Figura 6. Inhibicion del crecimiento en patdogeno a 37°C de incubacion. A) Inhibicion en el crecimiento de Klebsiella pneumoniae
de las bacterias aislada. B) Observacion de halos en la inhibicion en el crecimiento contra Fusarium solani. C) Inhibicion del
crecimiento en S. aureus.

sistema complejo de produccion de metabolitos que
proporciona una defensa aumentando la capacidad
para expresar una resistencia, lo que permite una
respuesta mas rapida y fuerte frente a los patoge-
nos. Las rizobacterias y endofiticas promotoras del
crecimiento vegetal inducen la resistencia sistémica
frente a los patdgenos del suelo (D’ Alessandro et
al., 2014; Lioussanne, 2010).

Los aislados que formaron un halo inhibitorio
frente a Fusarium solani fueron unas 9 (13.8%).
Mientras que frente a Klebsiella pneumoniae
3(4.61%) de los aislados fueron capaces inhibir el
crecimiento del patogeno (Figura 6).

En el trabajo realizado por Sharma et al., (2019)
identificaron una rizobacteria halotolerante que tie-
ne efecto de estimulacion de crecimiento en el mani,
en los ensayos in vitro demostraron la activacion de
genes involucrados en la produccion de etileno y la
senalizacion de defensa contra Aspergillus flavus,
esto demuestra que podria existir bacterias que re-
sisten concentraciones elevadas de NaCl que estan
asociadas con plantas capaces de inhibir patogenos,
es por esta razon se escogio trabajar con una planta
halotolerante como S. neei.

En trabajos similares realizados por Cao ef al.,
(2018), caracterizaron dos aislados de Bacillus
velezenis asociados a la rizosfera que producen
tres compuestos de lipopéptidos responsables de
la actividad antimicrobiana frente a Fusarium

oxysporum y Ralstonia solanacearum, diversos
autores reportan actividad antimicrobiana frente
a Fusarium solani por parte de bacterias aisladas
como por ejemplo Streptomyces sp. (Ezra et al.,
2004; El-Gendy & El-Bondkly, 2010).

En otro estudio realizado por Passari et al.,
(2017), el 47% de los aislados de una planta me-
dicinal mostraron actividad antimicrobiano contra
diversos patdgenos como E. coli, C. albicans, solo
el 0.59% mostr6 actividad antimicrobiana frente a
S. aureus, muy diferente al este ensayo realizado
donde se obtuvo 7.8% (Figura 7), de los aislados
demostraron actividad antimicrobiana frente a S.
aureus con caracteristicas meticilino resistente, lo
cual demuestra que estos aislados podrian tener
una gran perspectiva en las industrias agricola y
farmacéutica.

Capacidad Inhibitoria de los Aislados

100 —
0 S S— .
0 S E— -
0 —_ —_— —
20 — - -
., NN NN =HE

Fusarium solanl  Klebslella
pneumoniae.

® Inhibe crecimiento
= No Inhibe

® Control

Porcentaje de Inhibicién frente a
Patégenos

staphylococcus
aureus

Figura 7. Representacion porcentual de inhibicion del creci-
miento de los aislados frente a patogenos.
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Conclusion

En el analisis de la actividad enzimatica, se obtuvie-
ron un total de 83 aislados, siendo Gram positivas
mayoritariamente, las cuales provienen del suelo
circundante (rizosfera) 60,2% y de las raices de las
plantas 39,7% (endofitas) de S. neei.

Los aislados capaces de producir enzimas hidro-
liticas fueron para celulasas 40,9%, amilasas 50,6%,
pectinasas 36,1% y proteasas 10,8% aislados.

Los aislados bacterianos capaces de producir
enzimas hidroliticas fueron mayoritariamente bac-
terias endofiticos, de los cuales siete aislados fueron
capaces de producir tres enzimas hidroliticas de las
cuatro enzimas estudiadas.

Por ultimo, las bacterias capaces de inhibir el
crecimiento de Fusarium solani fueron 13,8%, el
4,6% de los aislados fueron capaces inhibir el cre-
cimiento de Klebsiella pneumoniae y solo el 0,6%
mostro actividad antimicrobiana frente a S. aureus.

Finalmente creemos que este tipo de trabajos
puede contribuir a la investigacion, en la blisque-
da de nuevas fuentes de enzimas, sustancias o
metabolitos con potencial biotecnologico y valor
econdémico.
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Resumen: La descarga de contaminantes de origen antropogénico con presencia de nutrientes como Nitrégeno
(N) y fosforo (P), pueden, desencadenar la eutrofizacion de cuerpos de agua, debido a que el exceso de nutri-
entes causa un desequilibrio en ecosistemas acuaticos. La implementacion de sistemas de tratamiento basados
en procesos biologicos surge como una alternativa econémicamente rentable, con la posibilidad de generar
subproductos de valor agregado en el proceso. En el presente trabajo se evalu6 la aplicabilidad del uso de la
lenteja de agua en el tratamiento complementario de efluentes provenientes de sistemas Reactores Bioldgicos
Rotativos de Contacto (RBC) con el objetivo de reducir la concentracion de nutrientes y generar biomasa en-
riquecida. Se trabajo con agua residual sintética tratada inicialmente en un sistema RBC a escala laboratorio,
el efluente de posteriormente se utilizo para el crecimiento durante 96 horas de la especie Landoltia punctata,
a escala mesocosmos. Los resultados indican que se obtuvieron porcentajes de remocion superiores a 50% y
70% para el N-NH3 y PO43 respectivamente. En cuanto a la valorizacion de la biomasa generada poscosecha
de L. punctata, el porcentaje de proteinas totales en promedio fue de 29,2% y para lipidos totales se obtuvo en
promedio 9,8%. Los resultados obtenidos indican la aplicabilidad de la especie L. punctata para el pulido de
efluentes, demostrando su eficacia en la remocion de nutrientes y en la generacion de biomasa con alto valor
nutritivo pudiendo ser implementadas en nutriciéon animal.

Palabras claves: eutrofizacion, RBC, Landoltia punctata, remocion, biomasa, proteinas.

Abstract: The discharge of pollutants of anthropogenic origin with the presence of nutrients such as Nitrogen (N)
and phosphorus (P), can trigger the eutrophication of bodies of water, due to the fact that excess nutrients cause
an imbalance in aquatic ecosystems. The implementation of treatment systems based on biological processes
emerge as an economically profitable alternative, with the possibility of generating value-added by-products in
the process. In the present work, the applicability of the use of duckweed in the complementary treatment of
effluents from Rotary Contact Biological Reactors (RBC) systems was evaluated with the aim of reducing the
concentration of nutrients and generating enriched biomass. We worked with synthetic wastewater initially treated
in a laboratory-scale RBC system. The effluent was subsequently used for the 96-hour growth of the Landoltia
punctata species, on a mesocosm scale. The results indicate that removal percentages higher than 50% and 70%
were obtained for N-NH, and PO,? respectively. Regarding the valuation of the biomass generated postharvest
of L. punctata, the percentage of total proteins on average was 29.2% and for total lipids it was obtained on
average 9.8%. The results obtained indicate the applicability of the species L. punctata for the polishing of ef-
fluents, demonstrating its effectiveness in the removal of nutrients and in the generation of biomass with high
nutritional value, which can be implemented in animal nutrition.

Key words: eutrophication, RBC, Landoltia punctata, enriched biomass, proteins.
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Introduccion

Toda actividad humana tiene asociada una genera-
cion de aguas residuales que deben ser sometidas
a un tratamiento que garantice la continuidad del
ciclo de consumo del recurso (Fernandez Gonzalez
et. al. 2000; Martelo & Lara, 2012).

La eliminacion de nutrientes de las aguas re-
siduales es uno de los mayores desafios para las
plantas de tratamientos, en donde la mayoria de
los sistemas de tratamientos estdn disefiados en
funcion de la carga organica, por lo que a menudo se
descuidan las eliminaciones de nitrogeno y fosforo
(Metcalf & Eddy Inc., 2013).

Los reactores biologicos rotativo de contacto
(Rotating Biological Contactor o RBC por sus siglas
en inglés) o Biodiscos, son sistemas de tratamiento
de aguas residuales basadas en biopelicula que se
forman en las superficies de los discos, su bajo
costo operativo y estructura simple son algunas de
las ventajas que presenta este sistema, aparte de
una pequefia huella ecologica, siendo ampliamente
utilizados para la estabilizacion de la materia or-
ganica y eliminacion de nitrogeno principalmente
(Alemzadeh et. al. 2002; Hewawasam et. al. 2018).

La eliminacion de nutrientes a través de siste-
mas convencionales, generan gastos de energia
y economica al agregar agentes quimicos para
disminuir nutrientes, situacion que es planteada y
aplicada en zonas urbanas, no asi en zonas rurales o
municipios pobres (Kneese et. al. 2015). El exceso
de nutrientes, principalmente nitrogeno antropo-
génico (N) y fosforo (P), es una de las principales
causas de eutrofizacion en los cuerpos de agua. La
necesidad de reducir los nutrientes antropogénicos
en los ecosistemas acuaticos para prevenir la eutro-
fizacion del agua ha sido ampliamente reconocida
(Conley et. al. 2009; Liu et. al. 2017).

Las lentejas de agua, son pequeiias macrofitas
flotantes que tienen la alta capacidad de remocion
de nutrientes disueltos del agua, como compuestos
nitrogenados y fosforados, asi como para reducir
materia organica y s6lidos suspendidos s (Landolt
and Kandeler, 1987; Skillicorn ef. al. 1993; Alaerts
et. al. 1996). Una de las ventajas mas aprovechables
de este grupo de macrdfitas sobre otras utilizadas

en el tratamiento de efluentes es la generacion de
biomasa de alto valor nutricional, que alcanza en
algunos casos niveles de proteinas totales (PT) de
mas de 40% (Cheng et. al. 2002).Debido a esto,
ademas de reducir el nivel de contaminantes y
carga organica de los efluentes, el uso de lenteja de
agua puede generar una biomasa rica en proteina,
minimizando costos en racion animal, y generando
ahorro de costos en la produccion animal.

En los ultimos afios, la taxonomia de este grupo
de macrofitas flotantes ha experimentado algunos
cambios, solian pertenecer a la familia Lemnaceae,
pero actualmente estan enmarcadas en la subfamilia
Lemnoideae dentro de la familia Araceae, con
aproximadamente 40 especies en 5 géneros (APG
11, 2003).

Entre las especies de lentejas de agua, no todas
son efectivas en el tratamiento de efluentes y para
la produccion de proteinas. Luego de la evaluacion
de 41 especies de lenteja de agua, aisladas geogra-
ficamente para determinar la especie con mayor
potencial en el tratamiento de desechos porcinos
y en la produccion de proteinas se demostro que
la especie Landoltia punctata era la ideal y la que
cumplia con los criterios Bergmann et. al. (2000).
Varios investigadores han realizado estudios sobre
el uso potencial de la lenteja de agua en el trata-
miento de aguas residuales, especialmente para la
eliminacion de nutrientes.

Debido a estos antecedentes, surge la necesidad
de desarrollar sistemas alternativos de pulido de
aguas residuales con el fin de reducir la carga de
nutrientes antropogénicos y obtencion de biomasa
valorizada rica en proteinas.

Materiales y métodos

Sistema de tratamiento mediado por Reactores
Biologicos Rotativos de Contacto

El sistema RBC fue construido para operar con un
caudal (Q) de 55 L/d, con un tiempo de retencion
hidraulica (TRH) de aproximadamente 3,5 horas, en
la Tabla 1 se muestra las especificaciones técnicas
y variables tedricas asumidas para la construccion
(Ayala, 2016). Los RBC poseen una serie de dis-
cos que estan parcialmente sumergidos en el agua

Uso de Landoltia punctata en el tratamiento complementario de aguas residuales
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Tabla 1. Especificaciones técnicas y variables tedricas asumi-
das para la construccion (Fuente: Ayala, 2016).

Caracteristicas Valor
bAig;a; lticc)ltlaﬁ1 de formacion de 0.85 m?
Cantidad de discos 14
Numero de etapas 2
Caudal de trabajo 55 L/d (38 mL/min)
DBO, del afluente (de disefio) 350 g/m®
DBO, del efluente (de disefio) 40 g/m?
Volumen efectivo del reactor 8L
TRH 3,5h
Carga orgénica aplicada 15,27 g DBO, m*.d
Velocidad de giro del eje 8,5 rpm

residual los mismos fueron construidos en acrilico
transparente, esquematizados en la Fig. 1.

Laguna de Landoltia punctata a escala meso-
€OSMos

Para el periodo de adaptacion, se utilizaron ejem-
plares de lentejas de agua (L. punctata) del cultivo
stock mantenido en el invernaculo del Departamen-
to de Biotecnologia, las mismas fueron colectadas
de zonas naturales, especificamente del Banco San
Miguel en la costanera de la Ciudad de Asuncion
(agregar ubicacion geografica). La biomasa utiliza-
da se dispuso en frascos (Fotobiorreactores) con una
capacidad maxima de 3 litros, que fueron utilizados
como unidades experimentales para el desarrollo
del experimento (Fig. 2). Las dimensiones de los
mismos fueron claves para conocer el area a ser

/ / —-At=27cnt\\

D=12,5¢cm

Figura 2. Dimensiones del FBR, Altura total (At=27 cm),
diametro (D=12,5 cm) y altura del liquido (5,6 cm).

dispuesto por las macrofitas a ser empleadas (1.225
cm?, que corresponde a 8§ g. de biomasa fresca).
Las dimensiones del FBR se muestran en la Tabla
2. Cada FBR fue cargado con 600 mL de efluente
previamente depuradotratado en el sistema RBC.

Control de calidad de efluentes

Se utiliz6 agua residual sintética (ARS), sugerido
por Metcalf y Eddy Inc. (1991), para ser intro-
ducido al sistema RBC. Se procedi6 a realizar la
medida de los parametros como pH, temperatura,

D: didmetro del disco

Hg: altura sumergida (40%)
Rug radio del drea no

mojada

L

Hx

RNL o Bl Arcano mojada
3 Area it Hr
Hs T
Ei

Figura 1. Plano del Reactor Biologico de Contacto. a. plano frontal de los discos. b. Perfil del sistema c. Frente y superior del

sistema (Fuente: Ayala, 2016).
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Tabla 2. Dimensiones del FBR utilizado en el ensayo.

Altura externa 0,27 m
Altura interna 0,25 m
Diametro interior 0,125 m
Area superficial interno 0,123 m?
Altura del liquido 0,056 m

oxigeno disuelto, asi como nitrogeno amoniacal
y ortofosfato a la entrada y salida del sistema
RBC. Los mismos parametros fueron registrados
en los fotobiorreactores con L. punctata. Esto
se realizé a efectos de observar la variacion
de los parametros y control de los nutrientes
en estudio. Los parametros se midieron con un
equipo multiparamétrico TOA DKK y los analisis
fisicoquimicos del ARS que se realizaron fueron
el Método de la Nesslerizacion, para nitrogeno
amoniacal y el Método colorimétrico del Acido
Vanadato Molibdato-Fosforico para ortofosfato
(Clesceri et al., 1999).

Monitoreo de biomasa

Posterior al periodo de adaptacion, se dispuso 8 g
de biomasa hiimeda, la misma fue implementada
debido a que cubria en su totalidad el area super-
ficial del FBR utilizado. Se procedio a pesar 6

muestras de biomasa himeda, 3 fueron utilizadas y
expuestas al efluente proveniente del sistema RBC,
y 3 fueron llevadas a la estufa a 60 °C por 24 horas
de manera a tener un control de peso seco inicial
pre tratamiento. La biomasa dispuesta y expuesta al
efluente proveniente del sistema RBC, fue tratada
de la misma forma que la biomasa inicial, una vez
finalizado el ensayo. Los datos de los monitores de
biomasa se presentan en la tabla 4.

Evaluacion de la biomasa generada

La biomasa inicial y biomasa post tratamiento,
fueron evaluadas de manera a conocer el por-
centaje de proteinas totales y lipidos totales.
Esta comparacion fue muy importante para
saber si existe diferencia en cuanto al tenor de
las biomasas post tratamiento, y si sera viable la
implementacion de esta biomasa generada como
producto de alto valor nutricional. La determi-
nacion de proteinas totales se realiz6 mediante el
Meétodo de Kjendall modificado a partir del cual
se obtuvo la cantidad de nitrégeno total contenido
en la biomasa y luego a partir de un factor de
conversion proporcionado por Tacon para la FAO
(1987) y Garcia & Fernandez (2012), se obtuvo el
porcentaje de proteinas totales. La determinacion
de lipidos totales se realiz6 mediante extraccion
con hexano. Los resultados de la evaluacion se
presentan en la Tabla 5.

Figura 3. Fotobiorreactores utilizados en los ensayos, distribuidos de forma aleatoria. a. vista frontal de la incubadora junto con
el sistema de iluminacion, b. vista en diagonal de la incubadora con los FBR.
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Disefio experimental

En una incubadora con fotoperiodo (14/10hs de
luz/oscuridad) se dispusieron de forma aleatoria 6
FBRs, 3 correspondientes al control, que contenia
600mL de ARS proveniente del sistema RBC y
3 correspondientes al tratamiento, que contenia
600mL de ARS proveniente del sistema RBC y
8 g de biomasa humeda en cada FBR (Fig. 3). El
experimento dur6é 96 horas, con una temperatura
promedio de 24 °C criterio que se establecio debido
a las condiciones en las que se oper6 el ensayo
(volumen, temperatura, fotoperiodo, tiempo).

Resultados

Eficiencia del sistema de tratamiento mediado
por Landoltia punctata

En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos cor-
respondiente al ARS, al inicio del sistema RBC, al
final del sistema RBC, valor similar correspondi-
ente al inicio del sistema mediado por L. punctata
y al final del sistema mediado por la especie L.
punctata.

En la etapa que corresponde al sistema de trata-
miento mediado por RBC, se puede observar que
la concentracion de NH, disminuy6 bastante a la
salida del sistema RBC, con una concentracion de
41,2 mg/L en la entrada y 27,0 mg/L a la salida,
con un porcentaje de remocion de 34,3%. En la
Fig. 4 se muestra la variacion de la concentracion
de N-NH, durante las 96 horas de desarrollo del
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Figura 4. Variacion de la concentracion de Nitrogeno amonia-
cal durante los 4 dias de ensayo con efluente de RBC.

ensayo, se puede observar que la concentracion de
partida fue de 27,0 mg/L en promedio, luego del
tratamiento mediado por L. punctata, la concen-
tracion de N-NH, fue de 18,6 mg/L, representando
el 31% de remocion del compuesto en esta etapa. .

Con respecto al ortofosfato, en la etapa corre-
spondiente al tratamiento mediado por RBC la con-
centracion del compuesto al ingresar al sistema fue
de 12,3mg/L, y la concentracion de salida de 10,1
mg/L, representando aproximadamente un 18% de
remocion, En la Fig. 5 se muestra la variacion de la
concentracion de ortofosfato durante las 96 horas
que duro el ensayo de remocion en sistema mediado
por L. punctata, en donde la concentracion inicial
fue de 10,1 mg/L, una vez finalizado el ensayo, la
concentracion del compuesto en el ARS fue de 2,1
mg/L representando una remocion del 75%.

Con respecto a uno de los parametros que fue
controlado de forma diaria durante las 96 h. En la

Tabla 3. Resumen de datos colectados durante los dias que dur6 el ensayo. *) Entrada al sistema RBC. **) Salida del sistema
RBC / Inicio del sistema mediado por Landoltia punctata. ***) Término del Control (sin Landoltia punctata). ****) Término

del sistema mediado por Landoltia punctata.

Parametros *E. RBC **S. RBC /1. L.p. #x T, C xxkx T, L.p.
Nitrogeno amoniacal 41,2 27,0 23,5 18,6
Ortofosfato 12,3 10,1 6,8 2,1
pH 5,87 7,34 7,33 7,25
Oxigeno Disuelto (mg.L?) 1,01 4,29 3,50 2,70
Conductividad (mS.m™") 103.4 55,13 33,9 53,75
Turbidez (NTU) 141,4 128,7 136,3 83,10
Temperatura (°C) 242 22,51 20,9 20,45
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Figura 5. Concentracion de Ortofosfato durante 4 dias de
ensayo con efluente de RBC.

Fig. 6, se puede observar el grafico de variacion de
pH, dicho parametro no sufrié una variacion muy
brusca durante las 96 h. de ensayo, manteniéndose
casi constante durante todo el tiempo. Al igual que
la temperatura, el mismo no vari6 bastante, man-
teniéndose dentro de los parametros establecidos
(24 + 2 °C). Ambos parametros se mantuvieron
constantes, el pH, dependiente del sistema y am-
biente determinado, y la temperatura que fue un
parametro establecido.

Variacion de la biomasa

Debido a las condiciones de desarrollo del ensayo,
asi como la cantidad de biomasa inicial implemen-
tada, el aumento de biomasa no fue tan elevado,
atribuyendo esto principalmente a la saturacion
del area superficial que fue recubierto completa-
mente por la especie implementada. En la Tabla 4
se muestra el peso seco inicial, y el peso seco post
tratamiento, implementando el mismo proced-
imiento antes de pesar y procedimiento de secado.
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Figura 6. Variacion del pH durante 4 dias de ensayo con
efluente de RBC.

Tabla 4. Resumen de peso seco inicial y final, junto con el
incremento de biomasa al finalizar el ensayo en gramos.

Tratamientos Peso seco | Peso seco | Incremento
I(2) F (2) ()
R1. 0,301 0,362 0,061
R 2. 0,309 0,379 0,070
R 3. 0,316 0,381 0,065
0,450 -
0,400 .
0,350 Z
g 0300
£ 0250 1
£ 0,200 - /
S, 0,150 -
0,100 -
0,050
0,000

PSF

Figura 7. Barra de error de gramos de biomasa generada, al
inicio y final del tratamiento.

Valorizaciéon de biomasa generada

Una vez cosechada y secada la biomasa se procediod
a realizar la valorizacion de manera a conocer la
concentracion de proteinas totales y lipidos totales,
tanto de la biomasa de control (que se peso y secod
al inicio del ensayo), como de la biomasa obtenida
post tratamiento. En la Fig. 7 se puede observar el
grafico de barra de error por SD tanto de la bio-
masa inicial como de la biomasa post tratamiento
del ARS. En la Tabla 5, se muestra un resumen del
porcentaje de proteinas y lipidos del Peso Seco
Inicial y Peso Seco Final.

Se puede ver que la concentracion de proteinas
totales aumento6 una vez finalizado el tratamiento,
atribuyendo el aumento de la biomasa, junto con

Tabla 5. Promedio del porcentaje de proteina y lipido de la
biomasa inicial y final postratamiento.

. % Proteina | %Lipidos
Tratamiento
total totales
L. punctata crecidas en
efluentes del RBC 29,2 .8
Peso seco inicial de L. 18,0 5.0
punctata
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