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Resumen

La demanda por fuentes de agua ha experimentado un incremento durante el
ultimo siglo debido a actividades industriales y crecimiento poblacional, esto ha
generado un mayor vertimiento de aguas residuales y residuos liquidos
industriales, que ha provocado el aumento en la prevalencia de cuerpos
acuaticos contaminados afectando su calidad para explotacion. En este contexto,
el desafio que enfrentan las industrias sanitarias es producir agua tratada con
alta calidad, pero con un proceso de potabilizacion de bajo costo, favoreciendo
los métodos de tratamiento que utilicen el reciclaje de agua. Otro problema que
afecta a las industrias sanitarias es la necesidad de incrementar la prospeccion
de nuevas fuentes de abastecimiento de agua para potabilizacion, debido a que
los cuerpos freaticos en explotacion enfrentan cambios en su composicién
fisicoquimica por la contaminacion, lo que incide en los procesos de produccion
y tratamiento de agua. Lo anterior, estd promoviendo la basqueda de nuevos
cuerpos acuaticos con mejor calidad lo que implica mayores costos.

A nivel nacional, para el 2019, la capacidad maxima de producciéon de agua
potable fue de 101.827 litros por segundo, abarcando un universo de mas de
cinco millones de clientes residenciales (viviendas) en 399 localidades (servicios
de agua potable). El total de produccién de agua potable del 2019 con respecto
al 2018 aumento en un 2,93%, explicado fundamentalmente por el incremento de
las fuentes subterraneas y por el aumento de clientes. En este sentido, la
importancia de la recuperacion de cuerpos freéticos contaminados es de vital
relevancia y para esto, la utilizacion de la biorremediacién, aparece como una
solucién biodegradable y de bajo costo que contribuye al mejoramiento del agua
para potabilizacién.

En términos bioldgicos, en los sistemas acuaticos superficiales como esteros,
rios y/o vertientes, es posible encontrar poblaciones de bacterias acido lacticas
(BAL) que juegan un rol de proteccion del ambiente dulceacuicola. Este grupo de
bacterias tiene la capacidad de remover contaminantes desde medios acuosos
de manera significativa disminuyendo su concentracién, contribuyendo a la
obtencién de un agua de mejor calidad luego del tratamiento convencional para
potabilizacién.

En este trabajo se proyectd un bionegocio utilizando la biotecnologia, cuyo
objetivo es la recuperacion de fuentes de agua contaminadas que se utilizan para
produccién de agua potable.

Dado lo anterior, se ecodisefio un producto biotecnoldgico, es decir, se disefidé un
producto el cual posee el menor impacto hacia el medio ambiente desde su
produccion hasta su eliminacion, con una alta calidad, en base a un consorcio de
BAL, con propiedades probidticas, aisladas desde cuerpos acuaticos
superficiales como vertientes y esteros de Chile central, que contribuyan a
cumplir requisitos de mejoras operacionales en una planta potabilizadora, ya que
su aplicacion en fuentes de agua abandonadas permitird su reactivacion y uso.



Este bionegocio mostré una alta proyeccion ya que abarca temas del agua, y en
particular la recuperacion de fuentes de abastecimiento, por lo que primeramente
estéa dirigido a sanitarias a nivel regional y luego nacional.

Palabras claves: contaminacién, agua potable, bacterias &cido Ilacticas,
biorremediacion, biodegradable.

Abstract

The demand for water sources has experienced an increase during the last
century due to industrial activities and population growth, this has generated a
greater discharge of sewage and industrial liquid waste, which has caused an
increase in the prevalence of contaminated aquatic bodies affecting their quality
for exploitation. In this context, the challenge facing the sanitation industries is to
produce high quality treated water, but with a low-cost purification process,
favoring treatment methods that use water recycling. Another problem that affects
the sanitation industries is the need to increase the prospecting of new sources
of water supply for drinking water, due to the fact that the phreatic bodies in
operation face changes in their physicochemical composition due to
contamination, which affects the processes of water production and treatment.
The foregoing is promoting the search for new water bodies with better quality,
which implies higher costs.

At the national level, for 2019, the maximum drinking water production capacity
was 101,827 liters per second, covering a universe of more than five million
residential customers (homes) in 399 localities (drinking water services). The total
production of drinking water in 2019 compared to 2018 increased by 2.93%,
mainly explained by the increase in underground sources and by the increase in
customers. In this sense, the importance of the recovery of contaminated
groundwater bodies is of vital importance and for this, the use of bioremediation
appears as a biodegradable and low-cost solution that contributes to the
improvement of water for purification.

In biological terms, in surface aquatic systems such as estuaries, rivers and / or
springs, it is possible to find populations of lactic acid bacteria (LAB) that play a
role in protecting the freshwater environment. This group of bacteria has the ability
to remove contaminants from aqueous media in a significant way, reducing their
concentration, contributing to obtaining a better quality water after conventional
treatment for purification.

In this work, a bio-business was projected using biotechnology, whose objective
is the recovery of contaminated water sources that are used for the production of
drinking water.



Given the above, a biotechnological product was eco-designed, that is, a product
was designed which has the least impact on the environment from its production
to its disposal, with high quality, based on a BAL consortium, with probiotic
properties , isolated from surface water bodies such as springs and estuaries in
central Chile, which contribute to meeting the requirements of operational
improvements in a water treatment plant, since its application in abandoned water
sources will allow its reactivation and use. This bio-business showed a high
projection since it covers water issues, and in particular the recovery of supply
sources, which is why it is primarily aimed at water utilities at the regional level
and then at the national level.

Keywords: contamination, drinking water, lactic acid bacteria, bioremediation,
biodegradable.
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Capitulo 1: Introduccion

La demanda por fuentes de agua para potabilizacion ha experimentado un
incremento durante el ultimo siglo debido a actividades industriales y crecimiento
poblacional, esto ha generado un mayor vertimiento de aguas residuales y
residuos liquidos industriales, dando como resultado la contaminacion de los
cuerpos acuaticos, esto ha originado a las industrias sanitarias el desafio de
producir y disponer agua con alta calidad, pero a bajo costo, privilegiando
aquellos métodos de potabilizacién del agua que opten por tecnologias limpias y
biodegradables (Farhaoui y Derraz, 2016). Estas fuentes naturales de captacion
de agua también se encuentran expuestas a contaminantes minerales cuyo
origen se debe principalmente al rapido desarrollo de la industrializacién, eventos
y flujos geoldgicos que durante estas ultimas décadas se han ido acumulando en
el ambiente, principalmente en zonas donde no se presenciaban contaminantes
de este tipo, y que en el caso de captaciones superficiales, se ven influenciadas
por el sistema pluvial, y dependen mayoritariamente de tributarios que
transportan metales por erosion geolégica (Copaja et al. 2016). Como factor
adicional a la contaminacion, podemos comentar que los recursos acuaticos
estan siendo afectados por la escarcidad, lo que esta generando conflictos
econdémicos y politicos relacionados con la utilizacion del agua. Actualmente en
Chile, entre las regiones Ill y IV, existe una alta escarcidad (<500
m3/persona/afio), mientras que desde las V a XII regioén hay disponibilidad de
agua para la poblacién, lo anterior lo podemos relacionar con los cambios en la
pluviosidad en estas zonas geogréaficas (>10000 m3/persona/afio) (Plappally y
Lienhard, 2012).

Los sistemas de tratamiento de agua en ocasiones no desarrollan una

sostenibilidad ambiental que se mantenga en el tiempo (Saratale et al. 2011), ya



gue utilizan infraestructura con técnicas que no logran una optima remocion de
contaminantes. El objetivo de contar con sistemas de tratamiento de aguas es
obtener agua depurada y potable, es decir; un agua limpia, sin contaminantes,
que es el resultado de una convergencia entre la gestion de los procesos
operacionales y administrativos para el tratamiento de las aguas residuales que
incide directamente en la calidad del efluente vertido en los cursos receptores,
los cuales son ocupados como fuentes de agua para potabilizacion (Bitton, 2014).
Como se ha mencionado, la presencia y acumulacion de contaminantes se debe
al vertimiento de residuos por actividades domeésticas, actividades mineras,
desechos municipales, métodos aplicados en la agricultura, vertidos marinos,
desechos radioactivos, derrames de aceites, fugas de almacenamiento industrial
subterraneo, entre otros (Patel y Chandel, 2015; Gupta y Diwan, 2017). Algunos
paises en vias de desarrollo de Latinoamérica y Asia cuentan con tecnologias de
potabilizacion de agua cuyo foco principal es inactivar y remover agentes
patégenos del agua, tales como algunos grupos de bacterias, virus o protozoos,
sin embargo, se excluyen parametros fisicoquimicos y organolépticos (Tabla 1)
(Rosa et al. 2010; Stauber et al. 2012; Ren y Smith, 2013; Fontan-Sainz et al.
2012; Clasen y Edmondson, 2006; Nitzsche et al. 2015; Chawla et al. 2017). De
estas tecnologias la mas utilizada es la desinfeccion del agua por cloracion
mediante la dosificacion de hipoclorito de sodio (Bitton, 2014).

En Chile, la cobertura urbana de agua potable en los territorios concesionados
se mantiene por sobre el 99,9%. A nivel pais, el total de captaciones explotadas
son de 1709. Para zonas rurales se encuentran los sistemas de agua potable
rural (APR), actualmente existen cerca de 1.897 sistemas de APR, emplazados
a lo largo de todo el pais, los cuales abastecen a mas del 99% de la poblacién
de zonas rurales concentradas, alcanzando a 1.740.639 habitantes. Por ejemplo,

so6lo en la region del Bio Bio hay 103.840 beneficiarios.
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Tabla 1: Tecnologias domésticas para el tratamiento del agua y la remocidn de contaminantes.

Tecnologias Pais/Region Remocidn/ Inactivaciéon Remocion Referencia
geografica Microbioldgica Fisicoquimica

Aplicacién de Guatemala, Bacteriana y parasitoldgica | - Rosa et al.

Temperatura Camboya, China 2010

Biofiltros de arena

Canada, Republica
dominicana, Kenia 'y
Camboya

Escherichia coli. Giardia
lamblia y Cryptosporidium
parvum

Turbiedad

Stauber et al.
2012

estanque de
almacenamiento

Latinoamérica,
Norteamérica

typhimurium y V. cholerae

Filtros de ceramica India, Inglaterra, Vibrio cholerae, E. coli, Turbiedad y Color Ren y Smith,
Colombia coliformes termotolerantes, 2013
quistes y ovoquistes de
protozoos.
Desinfeccion solar India, Kenia E. coliy Enterococcus spp., |- Fontdn-Sainz
Campylobacter jejuni, et al. 2012
Bacillus subtilis, Yersinia
enterocolitica y Shigella
dysenteriae
Tabletas de India Bacteriana Claseny
purificacion de agua Edmondson,
2006
Tabletas para Guatemala E. coli, Pseudomonas Sélidos suspendidos | Bitton 2014
coagulaciony aeruginosa, Klebsiella
floculacién - terrigena, poliovirus 1,
Sedimentacién rotavirus SA-11y quistes de
Giardia muris.
Cloracién en Africa, Asia, E. coli, Salmonella - Bitton 2014

Filtracién y Cloracién

Nigeria,
Latinoamérica,
Estados Unidos

Bacteriana y protozoos

Turbiedad, Fe, As

Nitzsche et al.
2015;

1.1 Produccién de agua potable y tratamiento de agua residual.

El agua potable es el resultado de un proceso de potabilizacion del agua que se
extrae de cuerpos acuaticos como fuentes de captacién, estos cuerpos acuaticos
se enfrentan a diferentes contaminantes ya sea de origen natural o de forma
aléctona por causas antropicas, en este sentido las industrias sanitarias tienen la
obligacion de tratar el agua asegurando una alta calidad, pero a bajo costo,

favoreciendo metodologias limpias y biodegradables. Por otro lado, a nivel de las



sanitarias existe un incremento en la prospeccion de nuevas fuentes de
abastecimiento de agua para potabilizacion, ya que los cuerpos freaticos
explotados estan contaminados, lo que incide en los procesos de produccion y
tratamiento de agua, promoviendo la busqueda de nuevos cuerpos freéticos de

mejor calidad.

A nivel nacional, en el 2019, la capacidad maxima de produccion de agua potable
fue de 101.827 litros por segundo, abarcando un universo de mas de cinco
millones de clientes residenciales (viviendas) en 399 localidades. La produccion
se encuentra dividida en un 55,06% que corresponde a fuentes de agua
subterrdneay el 44% a fuentes superficiales. El 1% restante corresponde a agua
de mar. El total de produccién de agua potable con respecto al 2018 aumento en
un 2,93%, explicado fundamentalmente por el incremento de las fuentes

subterraneas.

La contaminacion el agua es un fendbmeno emergente que durante la ultima
década ha tenido una mayor importancia debido a la escasez hidrica mundial.
Llorca et al (2016), realizaron un estudio sobre los contaminantes emergentes en
Latinoamérica que afectan la biota acuatica de agua dulce y marina, entre los
afios 2002 a 2016, encontrando que en Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
México y Nicaragua, se pueden detectar contaminantes de origen farmacéutico,
productos de cuidado personal, insecticidas, que en su conjunto estan siendo
clasificados como el nuevo grupo de contaminantes organicos persistentes
(COPs), evidenciando compuestos halogenados que se utilizan como retardantes
de llama y sustancias perfluoralcaloides. Estas sustancias no soélo afectan los
cuerpos de agua, sino que también la biota acuatica que los bioacumula,
activando su introduccion a la cadena trofica. Existen contaminantes del tipo
metales pesados que estan definidos como un grupo de 40 elementos con una
densidad superior a 5 gr/cm?® (Huet y Puchooa, 2017), y que se reparten en tres
familias (a) metales toxicos como Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn, (b)
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Chandel, 2015).

Por otra parte, para el agua residual, el tratamiento de los residuos generados
por la actividad industrial y en aguas residuales domiciliarias, no estan siendo
efectivos y eficientes en cuanto se refiere a la remocion de metales pesados
(Pugazhenthiran y Anandan, 2016). La recoleccién de esta agua se lleva a cabo
mediante colectores interconectados en puntos domiciliarios y en industrias, que
finalmente convergen en una planta de tratamiento de aguas residuales, en
donde se aplican técnicas convencionales de remocion de materia organica y de
compuestos organicos, generando un efluente que descargara a un cuerpo
receptor; (a) sistema fluvial tipo estero, rio, laguna o lago, o (b) sistema marino.
Hernandez et al (2016), realizaron una caracterizacion de los contaminantes en
el influente de plantas de tratamiento de agua residual en Brasil, Chile, Colombia,
México y Republica Dominicana, los cuales se caracterizaron por contener altas
concentraciones de demanda bioquimica de oxigeno, demanda quimica de
oxigeno, sélidos suspendidos totales, amonio, nitrito, nitrato, fosforo total y
metales pesados como Fe, Mn, Pb, Cd, Hg, As, Cr, Zny Cu, los que también se
detectaron en efluentes que descargan en cuerpos de agua superficiales
produciendo la llegada de estos componentes de manera al6ctona a cuerpos
receptores que aguas abajo pueden ser utilizados como fuente de captacion,
ingresando al sistema de produccion de agua potable pues ocurre infiltracion a
acuiferos subterraneos siendo captados por obras de captacién tipo pozos,
sondajes o incluso punteras que potencialmente pueden contaminar el agua

potable producida (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama general de los tratamientos de agua. Planta de tratamiento de aguas residuales. 1.- desarenador
y desengrasador, el agua llega a través del alcantarillado hasta un sistema de pretratamiento encargado de eliminar
material de gran tamafo. 2. sedimentador encargado de sedimentar los sélidos de mayor peso, en donde el clarificado
o sobrenadante pasard a la siguiente etapa. 3. reactor, donde ocurre el tratamiento bioldgico generando lodos
sanitarios que mezclan bacterias y materia organica. 4. deshidratador encargado de eliminar el agua del lodo a través
de un filtro de prensa. 4.a. lodo sanitario. 5. disposicién del efluente, luego de desinfectar el agua se procede a
disponer el efluente en aguas continentales o marinas. Planta de produccidén de agua potable, 6. captacion, en las
plantas de produccidn de agua potable, el agua se obtiene a través de cuerpos de agua, 6.a. fuente superficial, 6.b.
fuente subterranea. 7. oxidacion, aplicacion de sustancias oxidantes para metales. 8. filtracion, el agua es conducida
a filtros para retener el material oxidado. 9. desinfeccion, el agua filtrada se desinfecta por la aplicacion de cloro. 9.
almacenamiento, el agua filtrada es almacenada en estanques de acumulacion en donde luego de un tiempo de
residencia es considerada potable y distribuida a la poblacién.

Actualmente en Chile, para la produccion de agua potable los métodos
convencionales de remocion de contaminantes son por oxidacion a través de
cloro gas e hipoclorito de sodio (Rawat et al. 2014), luego se somete a una etapa
de filtracién a través de filtros abiertos y/o en presion con medios filtrantes como
antracita y/o “Greensand”, tales métodos si bien logran una disminucién del 80%
a 85%, no logran la remocion total de los contaminantes en el agua, lo que ha
generado que durante décadas se vayan acumulando en las redes de distribucion
de agua potable, por precipitacion de oxidos de hierro y 6xidos de manganeso,
los que ante cualquier perturbacion hidraulica se liberan provocando alteraciones
organolépticas y estéticas del agua causados por cambios fisicoquimicos,
resultando en incumplimientos y/o anomalias en la concentraciones de los

contaminantes de acuerdo a los valores establecidos por entidades
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fiscalizadoras. Fowler y Smets, (2017) mencionan que la desinfeccién del agua
contribuye a la presencia de sustancias residuales y productos de la desinfeccion,
los cuales son regulados debido a los efectos adversos en salud y en los aspectos
fisicos del agua que incluyen el color, olor y sabor que son parte de su calidad.
Sin embargo, hay un remanente bacteriano que no se elimina, el cual se va
depositando en las redes de distribucion de agua, formando lo que se conoce
como “biopeliculas”. Hammes et al (2008) indican que en los sistemas de
distribucion de agua potable es posible encontrar entre 1000 a 10 000 millones
de bacterias por mL1. El crecimiento de las biopeliculas en las redes de
distribucion impacta negativamente en la calidad quimica y estética del agua
potable, aumentando el consumo de cloro libre residual, la resistencia al flujo
hidraulico y en algunos casos ocasionando la corrosion de las redes de

distribucion metalicas debido a la secrecion de metabolitos (Liu et al. 2016).

Por otra parte, existen otras tecnologias para el tratamiento del agua, las cuales
no incluye adicién de sustancias oxidantes. Alluri et al (2007) y Fowler y Smet,
(2017), indican biotecnologias para la produccién de agua potable, que permiten
mejorar sus caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas, microbiologicas y
estéticas, a través de técnicas como biofiltracion. Los biofiltros consisten en pasar
el agua sobre un medio granular compuesto por capas de carbén activado o
antracita, conocido como lecho filtrante, que se encuentra cubierto con
microorganismos que captan los analitos por mecanismos bioquimicos,
removiendo las sustancias contaminantes En un biofiltro, los microorganismos
crecen colonizando los poros de las particulas del lecho filtrante, de acuerdo a
propiedades fisicoquimicas de la superficie tales como la adsorciéon y la
concentracion de carbono organico (Chaudhary et al. 2003). En el caso de un
lecho filtrante compuesto por particulas de carbén activado granular, donde
existe una mayor superficie de contacto, la carga de biomasa alcanza valores
entre 30 a 4000 ng ATP mL?! (Hammes et al. 2011). Brown et al. (2015)

mencionan que inicialmente en el biofiltro, ocurre una remocion de particulas y



luego el control microbiologico realiza un tratamiento secundario, el cual es

efectivo cuando el tiempo de residencia del agua es entre tres a veinte minutos.

De acuerdo con Elsanhoty et al (2016), la reduccion de metales por remocién
utilizando el método de biofiltracién alcanzan del 99% a 100%. Fowler y Smet,
(2017), Jaafar (2020) proponen utilizar la biosorcidon y/o bioacumulacién para
remover metales desde aguas naturales, empleando como biomaterial sorbente,
los microorganismos, generando una biorremediacion. La bioacumulacion
promueve que los analitos se acumulen en la pared celular, mientras que en
biosorcidén debe ocurrir transporte activo del contaminante al interior de la célula
aumentando la concentracion intracelular del metal. En el caso del tratamiento de
aguas residuales, en ambos mecanismos se propone que deben ejecutarse en
la primera etapa del tratamiento, en el biofiltro, a fin de obtener un efluente libre
de metales que entre al sistema convencional de tratamiento de aguas
residuales. Otro mecanismo que puede llevarse a cabo es la bioaugmentacion,
en la que se adicionanArchea o cultivos bacterianos necesarios para acelerar la

velocidad de degradacién de un contaminante (Gulay et al. 2014).

En este sentido, y de acuerdo a lo indicado en parrafo anterior, es de gran
relevancia encontrar una solucién sustentable para remover metales
directamente en el agua, ya que las técnicas actuales aplicadas no logran una
suficiente remocion, lo que esta afectando la calidad de vida de las personas y
del agua. A nivel nacional, el agua captada para potabilizacion posee altas
concentraciones de metales, de acuerdo a los limites establecidos por la entidad
fiscalizadora, en algunas zonas de la VIl regidén las concentraciones de hierro
total estan entre los 7 mg/L. a 8 mg/L. Se ha visto que la presencia de metales
como el hierro total es proporcional con la existencia de turbiedad nefelométrica

y color verdadero en el agua natural y potable.
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En un ambiente natural ocurren alteraciones de forma endégena o de manera
aloctona en el sistema ambiental lo que provoca un desequilibrio en la
homedstasis del ecosistema. La recuperacion del medio ambiente a su condicién
natural se puede realizar a través de la aplicaciéon de microrganismos, plantas o
enzimas. Segun Meril et al (2015) los microorganismos mas comunes utilizados
en biorremediacion corresponden a especies de Acromobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Vibrio, Rhodococcus, Sphingomonas,
Lactobacillus plantarum, L. casei, Streptococcus lacti, Rhodopseudomonas
palustrus y Rhodobacter sphaeroide. Estos agentes biorremediadores actian
como biocatalizadores de las reacciones bioquimicas con los contaminantes
permitiendo la restauracion del ambiente (Abatenh et al. 2017; Abu Hasan, 2020),
facilitado por una degradacién, alteracién, inmovilizacion o remocion de los

compuestos téxicos (Cheng, 2014; Dzionek et al. 2016).

Las principales variables de las cuales depende la biorremediacién son el
contenido de materia organica, oxigeno disuelto, temperatura, pH, nitrégeno y
fésforo (Sode et al. 2013; Tang y Cheng, 2015). De acuerdo con Cheng (2014),
existen tres factores de riesgo en la biorremediacion, estos corresponden a (i)
bioldgicos, (i) ambientales y (iii) contaminantes. Los factores biolégicos van a
depender de las fuentes de energia y de los principales requerimientos de los
microorganismos para adaptarse y crecer en condiciones extremas de acuerdo a
su habitat natural. Una vez que los microorganismos se encuentren adaptados
seran capaces de metabolizar los contaminantes. Los factores ambientales,
corresponden a aquellas condiciones que favorecen la formacion de enzimas
capaces de metabolizar los contaminantes o que van a facilitar los procesos de
remocidn. Los factores contaminantes corresponden a plaguicidas, herbicidas,
fertilizantes quimicos, detergentes, hidrocarburos, aguas residuales, plasticos y
otros sélidos. Su presencia en el medio ambiente determinard la concentracién

de microorganismos presentes en el sistema bioldgico.



Actualmente la aplicacion de esta biotecnologia de mejoramiento ambiental esta

siendo desarrollada en la mineria del oro, plata y cobre, lo que suele ser mas

barato que el uso de las tecnologias convencionales. Por ejemplo, en la

desintoxicacion de efluentes por biorremediacion, las bacterias se han estado

aplicando en la mineria de cobre y oro en Chile, India, Ghana, Uzbekistan y

Australia; siendo importante destacar que al menos 34% del cobre y el 15% del

oro producido en el mundo proviene de estos paises (Garzén et al. 2017). De

acuerdo con Alvarez y Polti (2014), en Latinoamérica la biorremediacién esta

centralizada en remediar residuos sélidos, agua y suelos, contaminados en su

gran mayoria con metales pesados y pesticidas como es el caso de Argentina,

en tanto México utiliza la biorremediacion en suelos contaminados con pesticidas

(Tabla 2).

Tabla 2: Mejoramiento ambiental en Latinoamérica mediante la biorremediacion.

Pais

Contaminante

Matriz

Microorganismos
biorremediador

Referencias

México

Pesticidas

Suelo

Brevibacterium sp. BSP3,
Pseudomonas aeruginosa
CH7, Bacillus subtilis SK320,
Lactobacillus fermentii

Ortiz-Hernandez et al. 2014

Argentina

Cr (V1), Cu (Il),
B, Ni, Zn (11),
Ur, ¢d (1)

Suelo, agua,
residuos
solidos,
sedimentos
marinos

Cyberlindnera jadinii M9,
Wickerhamomyces anomalus
M10, Rhodotorula
mucilaginosa, Amycolatopsis
tucumanensis DSM 45259,
Streptomyces sp. MC1,
Chlorella spp., Bacillus
boroniphilus, cianobacterias,
Vibrio harveyi, Arthrobacter
nicotinovorans, Gracilibacillus
boraciitolerans sp. nov.,
Lysinibacillus boronitolerans,
Lysinibacillus
parviboronicapiens, Undaria
pinnatifida, Acidithiobacillus
thiooxidans

Ridolfi et al. 2014

Chile, Peru,
Guatemala,
Ecuador

Pesticidas

Suelo

Anthracophyllum discolors
Sp4, Streptomyces sp. AC5,
Streptomyces sp. AC16

Bricefio et al. 2014
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La mayoria de las fuentes de agua dulce para potabilizacion son superficiales y
subterrdneas, ambas formas de agua estan expuestas a contaminacion y
requieren de algun tipo de tratamiento para ser considerada potable, aunque
también existen fuentes de origen marino, embalses o tranques en base a agua
de lluvia (Treacy 2019; Chowdhury et al. 2016).

Las fuentes de captacion se categorizan en (a) fuentes subterraneas, en las
cuales el agua esta contenida en cuerpos freaticos y la infraestructura de
extraccion esta clasificada como; punteras, drenes, sondajes, norias y pozos
profundos, (b) fuentes superficiales que corresponden a cuerpos acuaticos que
se encuentran sobre la superficie terrestre como rios, lagos, embalses y esteros
en los cuales la extraccion del agua contenida se realiza por bocatomas de agua
gue la embalsan para posteriormente conducirlas a través de impulsiones a la
planta de tratamiento de agua para su potabilizacion, y (c) fuentes mixtas en las
cuales existe una combinacién de ambas fuentes de captacion mencionadas

anteriormente.

Las fuentes de captacion presentan un ecosistema bien definido, dado por los
habitats que podemos encontrar, por ejemplo; en aguas subterraneas el periodo
de residencia del agua es entre dos semanas a 100.000.000 de afios, su habitat
principalmente es anaerbbico, estratificado geolégica, quimica e
hidrolégicamente, el modelo de metabolismo de los organismos es heterotrofico
y quimioautotrofico, la dinAmica del ambiente es predecible y constante, el
sistema en términos de productividad es oligotréfico (Madsen y Ghiorse, 1993;
Gilbert, 1994; Whitman et al. 1998). En tanto para aguas superficiales, el periodo
de residencia del agua es entre dos semanas a diez afios, el modelo de
metabolismo puede ser fotoautotréfico o heterotrofico. El habitat de estos
microorganismos se puede ubicar en; la columna de agua, zona hiporreica o
sedimentos finos granulados, cuyo nivel de trofia puede ser oligotrofico a
eutrofico (Madsen y Ghiorse, 1993; Gilbert, 1994; Whitman et al. 1998).

11



1.4 Ecosistemas acuaticos.

Los ecosistemas de las zonas subterraneas presentan un vasto complejo de
habitats y diversidad de comunidades bacterianas, llegando a un 40% de
biomasa de células procariontes bajo la superficie terrestre (Griebler y Lueders,
2009). Una de las principales diferencias entre los ecosistemas de agua
subterranea y superficial es la falta de recambio de agua y la disponibilidad de
carbono organico (Gilbert, 1994). EI término “Biosfera profunda”, fue postulado
hace alrededor de 30 afios atras (Gold, 1992), en donde actualmente es conocido
que los microrganismos habitan esta biosfera varios kilbmetros bajo la superficie
(Lin et al. 2005). En estudios recientes se ha estimado la abundancia de especies
en esta biosfera profunda, encontrando que en sedimentos marinos residen 4,1
x 10 g C (Kallmeyer et al. 2012), en cambio en la superficie continental se ha
valorado en 10 g C a 10" g C (McMahon y Parnell, 2014). Existe una interaccion
entre aguas superficiales y aguas subterraneas, dada por el agua filtrada de las
orillas de los rios, la que permite el flujo de las comunidades microbianas, factor
importante en la calidad de la fuente de captacién para potabilizacion. A pesar de
que los microorganismos habitan en condiciones limitadas de energia en los
sistemas acuaticos, presentan una viabilidad activa adaptdndose a estas
condiciones, Wu et al (2016) proponen que la diversidad de microorganismos en
acuiferos subterraneos comprende grupos no identificados hasta ahora, en
donde las células a encontrar se caracterizan por ser fisicamente pequefias y de

un genoma simplificado.

1.5 Microorganismos en ecosistemas de cuerpos acuaticos naturales.

De acuerdo con Griebler y Lueders (2009), el numero total de bacterias que
podemos encontrar en sistemas acuaticos subterraneos puede ser entre 10ty
108 células/mL, en tanto para sedimentos subterraneos esta abundancia alcanza
valores entre 10* y 10® células/mL de sedimento. Ademas de estos

microorganismos, se han detectado en acuiferos subterraneos Protozoa, Fungiy
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reprééentantes de levaduras. Su distribucion es estratificada, centrada en las
zonas poco profunda, cercanas a la superficie y zonas profundas (Griebler y
Lueders, 2009). La mayoria de los procariontes que habitan acuiferos se
encuentran adheridos a particulas de sedimento, superficie de rocas, detritus,
formando microcolonias o biopeliculas (biofilm). Esta adherencia al sustrato es
una adaptacion ventajosa frente a ambientes con escasos nutrientes y/o carbono,
sumado a que las superficies de los sedimentos otorgan mayor diversidad de
nichos ecologicos disponibles en el acuifero subterrdneo (Griebler y Lueders,
2009).

Duar et al (2017) han develado que las aguas bioldgicamente estables, contienen
microorganismos nativos y no patogénicos, que conforman un microbioma vy
cohabitan en simbiosis, jugando un rol primordial y evitando el asentamiento de
microorganismos patégenos a las fuentes de agua, clasificandolo como una
barrera. Esta propiedad mejora significativamente el proceso de potabilizacion de
estas aguas. El microbioma de estas aguas participa como un filtro bioldgico
conformado por la interaccion de las comunidades microbioldgicas residentes en
el cuerpo acuatico (Pinto et al. 2012; Lautenschlager et al. 2014). Estos sistemas
ofrecen un reservorio de microorganismos para ser utilizados en procesos de
biorremediacion. En lagos, es posible encontrar procariontes adheridos a
particulas de sedimento, superficie de rocas, detritus, formando microcolonias o
biopeliculas, y ocupando un gran numero de nichos ecoldgicos (Lindstrém y
Ostman. 2011). En tanto en los acuiferos subterraneos se encuentran consorcios
bacterianos de a-Proteobacteria, p-Proteobacteria, y-Proteobacteria, ¢-
Proteobacteria, d-Proteobacteria, Bacteroidetes, actinobacterias, Firmicutes,
espiroquetas, acidobacterias y bacilos, los que pertenecen a diferentes grupos
funcionales que incluyeron organoheterétrofos aerébicos, bacterias nitrificadoras,
manganeso oxidante, sulfuro oxidante, sulfato y hierro reductoras. Todos estos
grupos funcionales se pueden encontrar entre los primeros 10 m a 90 m de
profundidad (Griebler y Lueders, 2009).

13



De acuerdo con Yanagida et al (2007), en las fuentes de agua superficiales como
los lagos, es posible encontrar bacterias entéricas adaptadas a este tipo de
ecosistemas. Estos cuerpos acuaticos pueden presentar distintos niveles de
trofia, en donde la disponibilidad de nutrientes es uno de los principales factores
gue afectan su supervivencia (Barcina et al. 2006). En la naturaleza, las bacterias
de origen entérico han desarrollado varios mecanismos de resistencia frente al
estrés medioambiental, modificando su expresion genética (Phaiboun et al.
2015), y desarrollando una reprogramacion metabdlica en donde la célula entra
en un estado de resistencia “mejorado”. Bajo estas condiciones de estrés ocurre
un fraccionamiento de nicho entre los microorganismos que coexisten; levaduras
y bacterias, los cuales comparten el mismo habitat natural. Dentro de este grupo
bacteriano es posible encontrar bacterias del tipo acido lacticas (BAL) (Duar et
al. 2017).

1.6 Bacterias acido lacticas (BAL).

Las BAL son procariontes Gram (+), no esporulados, acidotolerantes y de habitat
entéricos, encontrandose en 6rganos de almacenamiento de alimento como la
molleja y el fundus de macroinvertebrados como Diptera, Coleoptera e
Hymenoptera, y también en vertebrados superiores como aves, roedores y
hominidos. En hominidos se pueden encontrar en la cavidad oral, tracto
gastrointestinal y vagina (Walter 2008). Continuamente estan expuestas a
cambios en su hébitat pudiendo estar presentes en agua residual que se
encuentra contaminada con materia fecal de vertebrados e insectos. Esta agua
puede entrar en contacto con el suelo, parte de la rizésfera, flores, filésfera e
incluso con el néctar (Duar et al. 2017). De acuerdo con Salman y Ahmaed
(2019), las BAL poseen una tendencia a formar biopeliculas en estos ambientes
naturales contaminados, las que pueden durar unos pocos dias hasta meses,
creando una barrera fisica contra los compuestos toxicos, radiacion ultravioleta y

a cambios de pH. De acuerdo con Kubota et al (2008) la presencia de las
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biopeliculas de BAL funcionan como control frente al asentamiento de otros
microorganismos otorgando una proteccion al ambiente. Segun Sahed y Ahmaed
(2020) las BAL que son mas propensas a formar biopeliculas corresponden a
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus GG.
Hartke et al (1998) estudi6 las adaptaciones morfoldgicas v fisiolégicas de BAL
en ambientes oligotréficos, descubriendo que en medios carentes de glucosa
desarrollan una modificacion en la sintesis proteica por efectos de la inanicion,
adoptando cambios morfolégicos en la pared celular desde las 3 a 7 semanas.
Dado lo anterior, si bien las BAL son microorganismos de origen entérico, al
entrar en sistemas acuaticos contaminados o con restriccion de nutrientes,
cambian sus funciones fisiol6gicas y metabdlicas para establecerse en estos
ambientes, logrando una exitosa adaptacion.

Las BAL se pueden clasificar como al6ctonas o autoctonas. Las autéctonas se
asientan en poblaciones estables, por largos periodos ejerciendo funciones
ecolégicas especificas en su habitat, en tanto las especies aldéctonas pueden
establecerse en un nicho especifico si su introduccién en el habitat se realiza de

forma regular (Tannock, 2004).

Zheng et al (2015) clasificaron filogenéticamente al grupo de los lactobacilos
dependiendo de la fuente y frecuencia de aislamiento, capacidad metabdlica,
temperatura de crecimiento y habilidad de resistir a estresores
medioambientales, en tres categorias (i) vida libre, (ii) adaptadas el hospedador
(asociadas a invertebrados o vertebrados) o (iii) “Nomada” de acuerdo con los
conceptos propuestos por Martino et al (2016). En una revision realizada por Duar
et al (2017) se sugiere que esta clasificacion responde a una adaptacion evolutiva
de los lactobacilos a diferentes estilos de vida y a un alto grado de conservaciéon
de los nichos ecoldgicos. Especificamente Lactobacillus perolens, L. sakei, L.
vaccinostercus, L. collinoides, L. brevis y L. buchneri corresponden a especies

gue raramente son encontradas en animales, ubicandose principalmente en el
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medio ambiente como formas de vida libre. L. plantarum y L. casei son un grupo
‘ndmada” que se pueden encontrar en una amplia variedad de nichos tanto
ambientales como animales, presentan modificaciones para condicionar la
respiracion celular y exhiben flexibilidad en la utilizacion de fuentes de carbono
en diferentes habitats (Duar et al. 2017).

Filogenéticamente las especies de BAL evolucionaron de formas de vida libre y
éstas a microbiotas intestinales de vertebrados e invertebrados, cambiando su
grado de especificidad de adaptacion al hospedador. De acuerdo con George et
al (2018) las BAL son parte fundamental y primordial de los ambientes naturales
protegiéndolos en los estados de disbiosis, por lo cual también son llamadas

“protectoras”.

1.7 BAL de vida libre.

Las BAL de vida libre, evolutivamente han desarrollado modificaciones de sus
propiedades metabdlicas y fisiolégicas, cambiando su metabolismo a
aerotolerantes. Sus condiciones Optimas de crecimiento se acotan a
temperaturas en habitats terrestres y acuaticos que comprenden un rango de
15°C a 45°C (Duar et al. 2017). Asimismo, los lactobacilos de vida libre poseen
un genoma mas grande (mayor a 2.3 kb), lo que les puede otorgar una mayor
versatilidad en la codificacion de enzimas involucradas en la degradacion de
pentosas, sacarosa, lactosa, manitol, melecitosa, celubiosa, nitrato, acido citrico

y acido malico (Danner et al. 2003).

Lactobacillus sensu lato, se agrupan de acuerdo a su metabolismo en
homofermentativos y heterofermentativos, los cuales degradan monosacéridos
como hexosas y pentosas-hexosas respectivamente, con el propésito de generar
moléculas de ATP (Duar et al. 2017). En la naturaleza las pentosas son liberadas
luego de la degradacion de tejido vegetal por la hidrdlisis de la hemicelulosa
(Génzle, 2015). De acuerdo con Siezen y van Hylckama Vlieg (2011) es posible
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encontrar a BAL en sustratos ricos en carbohidratos como los de origen vegetal,

alimentos vencidos o fermentados o en asociacion con el cuerpo de animales.

En sistemas dulceacuicolas existe una gran abundancia y diversidad de BAL, lo
gue permite inferir que cumplen un rol importante dentro de estos ambientes. Por
ejemplo, Byappanahalli et al (2012), Kalinowska et al (2021) han reportado el
aislamiento de Enterococcus faecalis desde lagos y rios. Franzmann et al (1991)
identificaron a varias BAL psicrofilicas como Carnobacterium spp., C. funditum y
C. alterfunditum, aisladas desde agua anoOxica de un lago antartico. Marfies-
Lazaro et al (2009) identificaron especies de Lactobacillus aquaticus de sistemas
dulceacuicolas de Corea. Mwirichia et al (2010) aislaron, desde un lago
haloalcalino de Kenia, Enterococcus, Alkalibacterium y Marinilactobacillus.
Gonzélez et al (1999) identificaron especies de BAL en nueve rios de la region
Noreste de Espania, tales como Carnobacterium spp. y Lactobacillus spp. Lauzon
y Ringg (2011) lograron identificar a especies de Lactobacillus, Enterococcus,
Carnobacterium, Lactococcus, Weissella, y Marinilactibacillus que habitan tanto
en aguas continentales como marinos. Yanagida et al (2007) investigaron el
aislamiento y caracterizacion de BAL desde 22 lagos en la prefectura de
Yamamashi, Japon, encontrando 12 especies de bacterias lacticas; Lactobacillus
lactis subsp. lactis, L. plantarum, L. sakei, L. citreum, Leuconostoc
mesenteroides, Enterococcus faecium, E. mundti, E. casseliflavus,

Carnobacterium sp., C. maltaromaticum y Weissella cibaria.

1.8 Caracteristicas probidticas de las BAL.

Las propiedades probiéticas de las BAL son utilizadas y estudiadas para realizar
una caracterizacion de aquellas bacterias que son resistentes y tolerantes a
metales pesados. Nanda et al (2019) realizaron una revision de los mecanismos
de tolerancia bacteriana a metales pesados, describiendo los mecanismos
celulares que estan involucrados en la resistencia o tolerancia. Estos

corresponden a (a) expulsion, ocurre cuando las concentraciones del metal se
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vuelven toxicas intracelularmente, activando proteinas transportadoras tipo
ATPasa que expulsan el metal, (b) barreras extracelulares, alteracion en la
produccion de la proteina de membrana impidiendo la entrada del metal, (c)
secuestro extracelular, regulado por proteinas extracelulares que secuestran el
metal para su absorcion, (d) secuestro intracelular, mediado por un operén, que
permite la acumulacion del metal cuando los niveles se vuelven toxicos en la
célula, y (e) reduccion del ion metal, regulado por proteinas del tipo reductasa.
La reaccién de la catalasa es una caracteristica de las BAL, que se asocia a
propiedades meétalo-resistentes, ya que las BAL habitan ambientes andxicos
como lodos sanitarios y plantas de tratamiento de agua residual los cuales
presentan una significativa concentracion de metales pesados. (Bhakta et al.
2012). La propiedad probidtica hidrofobicidad de la superficie celular esta
relacionada con la adhesion de las BAL con hidrocarburos (Kaczorek et al. 2008).
Esta propiedad es principalmente utilizada en los procesos de degradacion de
contaminantes hidrocarbonados (Obuekwe et al. 2009). Por ejemplo, ciertas
bacteria Gram (+) poseen la habilidad de cambiar su hidrofobicidad celular
dependiendo de su medio ambiente circundante (Torres et al. 2011). De acuerdo
con Halttunen et al (2008), la remocion de contaminantes ocurre porgue existe
una interaccion entre dos caracteristicas de las BAL que corresponden a la
hidrofobicidad y el indice de autoagregacién. Elsanhoty et al (2016) comprobaron
gue el porcentaje de hidrofobicidad aumenta cuando se mezclan cepas de BAL,
sin embargo, la autoagregacion puede reducir el contacto del analito a la

superficie celular.

Existe una prueba preliminar para identificar la tolerancia a metales pesados la
gue corresponde a la concentracion minima inhibitoria, la cual se utiliza para
determinar e identificar cual microrganismo es tolerante a una concentraciéon
estandar de un metal y cual no es tolerante. En este sentido, Huet y Puchooa
(2017) encontraron que Enterococcus spp. presentan una muy buena tolerancia

en medio MRS enriquecido con 10 mg L* de Hg, As, Cr o Pb.
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1.9 Remediacion por BAL en medios acuosos.

La biorremediacién de metales por BAL se basa en la capacidad metabdlica de
los microrganismos para transformar los contaminantes en sustancias menos
nocivas y no peligrosas, ocurre por mecanismos bioldgicos tales como biosorcion
y bioacumulacion, disminuyendo su presencia en el medio circundante. Ameen
et al (2020), Kargar y Hadizadeh Shirazi (2020), Halttunen et al (2007), Halttunen
et al (2008), Huét y Puchooa (2017), Elsanhoty et al (2016), Kirillova et al (2017),
Yilmaz et al (2010), Bhakta et al (2010), Li et al (2017), han estudiado el uso de
BAL en la remediacion de agua contaminada con metales pesados. De acuerdo
con Saheh y Ahmaed (2020), este tipo de biorremediacion ocurre por la unién del
metal con estructuras especificas de la pared celular, como peptidoglicano,
acidos teicoicos, acidos lipoteicoicos, proteinas de la capa-S y en algunas
especies podemos encontrar polisacaridos neutros, que en su conjunto
conforman la adhesion a las macromoléculas. Mrvci¢ et al (2012) postulan que
s6lo es necesario un periodo entre cinco minutos a una hora para una unién
eficiente del metal con la bacteria. Halttunen et al (2007) indican que tras cinco
minutos se logra una unién efectiva entre célula-metal. Esta remocioén puede
suceder por dos mecanismos (i) bioacumulacion vy (i) biosorcién. La
bioacumulacién es un proceso de trasporte asociado al metabolismo en el cual,
el ion-metal atraviesa la membrana celular, acumulandose en el citoplasma
(Chojnacka, 2010), como por ejemplo Leuconostoc mesenteroides que
bioacumula zinc (Mrv€i¢ et al. 2009). La biosorcion es la absorcién del metal en
la célula, coadyudando a los procesos de bioapagado o “bioquenching” del metal,
facilitando el cambio del estado de valencia del analito a una menos toxica (Patel
et al. 2018). Una desventaja de este método es que al ocurrir un incremento del
crecimiento bacteriano los puentes de unién se saturan, deteniendo la biosorcién
(Dai et al. 2019). En Tabla 3 se detallan las diferentes especies investigadas para

remocion de metales en soluciones acuosas y aguas residuales.
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Tabla 3: Bacterias 4cido lacticas utilizadas para la remocidén de metales pesados en soluciones acuosas.

Especie Analito Referencia
removido
Lactobacillus paracasei ML13, L. paracasei ML35, L. Se Morschbacher et al. 2018
paracasei CH135, L. paracasei CH139, L. parabuchneri ML4,
Enterococcus faecalis CH121, E. faecalis CH124 y
Lactobacillus plantarum CH131,
Lactobacillus plantarum MF042018 Ni (I1), Cr (I1) Ameen et al. 2020
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei Ag Milanowski et al. 2017
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KLDS1.0207 Pb Li et al. 2017
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103), L. casei Shirota, | Cd, Pb Halttunnen et al. 2007
L. fermentum MES3, Bifidobacterium longum 2C, B. longum
46, B. lactis Bb12, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactobacillus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, L. pseudomesenteroides,
Lactobacillus lactis biovar. diacetylactis, Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus.
Lactobacillus rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, Cd, Pb, MC-LR, | Halttunnen et al. 2008
Propionibacterium freudenreichii shermanii JS, AFB1
Bifidobacterium breve Bbi 99/E8
Lactobacillus spp. Cd, Pb Kirillova et al. 2017
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Lb.12, Fe (1) y Zn (Il) Sofu et al.2015
Streptococcus thermophillus ST-M7
L. acidophilus As (111) Elsanhoty et al. 2016
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, L. Zn Mrvcic et al. 2009
plantarum.
L. fermentum Cu, Zn Kargar y Hadizadeh-Shirazi, 2020
Bifidibacterium thermophilum (ATCC 25866), B. brevis Fe (1) Kot et al. 1995
(ATCC 15700), Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356), L.
delbruecki var. bulgaricus (ATCC 11842), L. plantarum
(ATCC 14917), Streptococcus thermophilus (ATCC 19258)
Leuconostoc mesentroides, Lactobacillus casei Pb Salman y Ahmaed 2019
Lactobacillus reuteri Cd70-1, L. reuteri Pb71-1 Cd, Pb Bhakta et al. 2012
Pediococcus pentosaceus Pb Jaafar et al. 2020
Enterococcus spp. Hg, Cd, Cr (VI), | Huety Puchooa 2017; Bhakta et
Pb al. 2010
E. faecium Cu (I1) Yilmaz et al. 2010
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantrium, Cd, Pb, As, Elsanhoty et al. 2016
Streptococcus thermophiles, Bifidobacterium angulatum AFB1

Monachese et al (2012) proponen que (i) la habilidad de los lactobacilos para
unirse a los metales depende de los mecanismos de resistencia de las cepas,
para el caso del As y Hg, el principal mecanismo de resistencia es mediante la
expulsion del metal téxico desde el citosol a través de proteinas transportadoras
disminuyendo la concentracién interna y por consiguiente el dafio intracelular, y

(i) los sitios de union de los metales catidnicos a la pared celular se ven afectados
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poru-i_o_é“ cambios de pH del medio, mencionando que el pH neutro, es el optimo

para la union del metal con la pared celular.

Morschbéacher et al (2018) evaluaron la bioacumulacién de selenio (Se) desde
medios acuosos en Lactobacillus paracasei ML13, L. paracasei ML35, L.
paracasei CH135, L. paracasei CH139, L. parabuchneri ML4, Enterococcus
faecalis CH121, E. faecalis CH124 y Lactobacillus plantarum CH131,
encontrando que el rango de concentracion para que ocurra la bioacumulacion,
es entre 20 a 200 mg L. de selenito de sodio, logrando un 38.1 + 1.7 mg g*. y
40.7 + 1.1 mg g de bioacumulacién respectivamente. Milanowski et al (2017),
investigaron la biosorcion de Ag en Lactococcus lactis y Lactobacillus casei,
encontrando que las BAL funcionan de buena manera, absorbiendo entre 70 a
96% de Ag en soluciones con 1 mg L. del metal.

Singh y Sarma (2010), utilizaron Lactobacillus acidophilus para remover As(lll)
de soluciones con concentraciones de entre 50 ppb a 2000 ppb, encontrando que
a medida que aumenta la biomasa de L. acidophilus y el tiempo de contacto,
mayor es la remocion de As(lll). Una concentraciéon de peso seco de 1 mg mL*:
es capaz de remover 30 ppb, 60 ppb, 300 ppb, 420 ppb y 600 ppb de As(lll) en
soluciones de 50 ppb, 100 ppb, 500 ppb, 1000 ppb y 2000 ppb, del metal,
respectivamente. Si se incrementa la biomasa en peso seco a 2 mg mL* la
remocién aumenta a 1.66, 1.33, 1.16, 1.42 y 1.33 veces en comparacion con el
primer ensayo realizado, en ambas experiencias el pH de trabajo fue entre 3 a 7,
en donde a pH 7 y con un tiempo de contacto de 3 horas se obtuvo la maxima
remocion de As(lll).

Sofu et al (2015) aplicaron un disefio experimental para remover Fe(ll) y Zn(ll)
utilizando 2 especies de bacterias acido lacticas, Lactobacillus delbrueckii spp
bulgaricus y Streptococcus thermophillus, aisladas de efluentes de aguas
residuales, en donde pudieron evaluar qué en soluciones de 100 mg L™1. de Fe(ll)
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y Zn(ll) y utilizando una concentracién de 10 g L de cada una de las especies y
una mezcla de ambas, a temperatura de 30 °C., y pH de 6 se logra una remocion
de Fe(ll) sobre 60%. En tanto para una remocion optima de Zn(ll) por sobre el
60% se debe utilizar una biomasade 15g L. apH 9y a 40 °C.

Kot et al (1995) realiz6 una descripcion del mecanismo de acumulacion del hierro
en bacterias 4cido lacticas y bifidobacterias, como; Bifidibacterium thermophilum
(ATCC 25866), B. brevis (ATCC 15700), Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356),
L. delbruecki var. bulgaricus (ATCC 11842), L. plantarum (ATCC 14917),
Streptococcus thermophilum (ATCC 19258), detallando que el hierro acumulado
es asimilado por bacterias del grupo LAB y bifidobacterias como estrategia de
disponibilidad frente a otras bacterias patéogenas ya que disminuye la
concentracion disponible del metal en el medio. En ciertos casos el hierro es
asimilado intracelularmente y oxidado por ferroxidasas y precipitado como
Fe(OH)s, esto ayuda a mantener las concentraciones intracelulares de Fe*2. Las
bifidobacterias y el grupo lactobacilos acumulan Fe*2, en medios de cultivo a los
cuales se agrego glucosa. En medios sin glucosa la acumulacion es menor que
con glucosa, excepto L. delbruecki var. bulgaricus (ATCC 11842) que acumulo
168 % mas de hierro en medio sin glucosa. La acumulacién de Fe*? ocurre de
forma automética, uno de los interferentes en esta unién metal-célula es el
magnesio, el cual inhibe la asimilacién de Fe*? cuando esta presente en el agua.
El mecanismo para Bifidobacterium spp, se describe como una remocion de
hierro desde el medio por internalizacién intracelular, pero cuando el oxigeno esta
presente se oxida parcialmente a forma insoluble Fe(OH)s por ferroxidasas
putativas. En tanto, el grupo de lactobacilos presenta similar forma de remocién,
pero el aumento de la temperatura ayuda a la oxidacion del hierro, en este caso
la remocion de hierro por bacterias lacticas no esté influenciado por el magnesio,
sin embargo, para el caso de las bifidobacterias esta fuertemente inhibido por
este metal, esta diferencia se puede deber a la funcidon permeasa del hierro para
los distintos tipos de bacterias. Metabdlicamente en la acumulacion de hierro la

liberacion de energia es regulada por el potencial redox del aceptor terminal de
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electrones, bajo condiciones anaerobias las bacterias utilizan nitrato, Fe*3, Mn*4,
S04y CO:s.

En aguas subterraneas, el medio es reductor, el ion ferroso se encuentra en
concentraciones elevadas, en presencia de oxigeno el ion ferroso se oxida a ion
férrico, el Fe®* se hidroliza y precipita como forma insoluble Fe(OH)s.
Adicionalmente, en este tipo de cuerpos freaticos las concentraciones de hierro
elevadas se deben a que el manto freéatico constituido por capas de rocas y suelo
gue se componen en mayor concentracion por Fe sélido y que en presencia con
agua y oxigeno se oxida a Fe?*, sumado a la presencia de materia organica del
suelo que absorbe el oxigeno del agua. (Majki¢-Dursun et al. 2015; Morgan y
Lahav. 2007).

Normalmente las aguas subterraneas con gran carga organica suelen tener
mayor hierro produciéndose asociaciones y complejos entre ellos, cuya

eliminacion y potabilizacion es compleja.

Majki¢-Dursun et al (2015) estudio el origen de la oxidacion del hierro, indicando
las reacciones estequiométricas que se producen, y el origen de las
incrustaciones sélidas en los sistemas de conduccién de agua, sefialando lo

siguiente:

La oxidacion del hierro en presencia de oxigeno disuelto esta expresado como:
Fe?* + O? + 2H* & Fe® + 20H-

Produciendo inmediatamente Fe3* a la forma hidrolizada:

Fe3* + 3H20 « Fe(OH)3 + 3H*

La reaccion general que describe la formacién de incrustaciones de hierro

insoluble esta dada por:

4Fe?* + 0% + 10H20 — 4Fe(OH)3) + 8H*
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Bajo condiciones de insaturacion, que estan presentes en fuentes subterraneas,
ocurren reacciones de 0xido-reduccion, en donde la reduccion de contaminantes
es mayor, provocando una disminucién de la permeabilidad del acuifero. El hierro
en acuiferos confinados se encuentra en su estado mas reducido (Fe*?) y que en
el contacto con el oxigeno formara 6xidos de hierro (Fe203) (Majki¢-Dursun et al.
2015; Morgan y Lahav, 2007), en este sentido la utilizacion de LAB para biosorber
el hierro presente en el agua se debe realizar bajo condiciones de anoxia. En
ausencia de oxigeno los anaerobios utilizan preferentemente aceptor de
electrones basados en la energia libre ganada por la reduccion de un aceptor de
electrones. Las LAB anaerobias facultativas degradan la materia organica a una

tasa mas baja en ausencia de oxigeno (Kot et al. 1995).

Haltunnen et al (2007) investigaron la remocion de Pb y Cd en cepas de
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) (Valio Ltd., Helsinki, Finland), L.
casei Shirota (Professor Y-K Lee, Yakult Singapore Pty. Ltd., Singapore), L.
fermentum ME3 (University of Tartu, Tartu, Estonia), Bifidobacterium longum 2C
(Probiotical srl, Novara, Italy), B. longum 46 (Probiotical srl, Novara, Italy), B. lactis
Bb12 (Chr. Hansen Ltd., Horsholm, Denmark) y dos cultivos comerciales; FV-
DVS XT-303-eXact (Lactococcus lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, L. pseudomesenteroides y L. lactis
biovar. diacetylactis) y YO-MIX 401 (Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus) (Danisco Niebull GmbH, Niebull, Alemania), obteniendo que la unién
del Cd?* y Pb?* ocurre rapidamente en todas las cepas estudiadas, la uniéon del
Cd>* (10 mgLt)apH6 yPb?* (50 mgL™)apHS5 estan en un rango de 61.8 +
3.3% -87.8+2.9%y30.2+7.9-92.6 +1.9%, respectivamente.

MrvcCi¢ et al (2009) proponen que hay una competencia entre los iones metalicos
con los H+ en los sitios de unién de la pared celular, en medios de alta

concentracion de H*, pH < 3, hay perdida de la actividad de union en el analito y
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la pared celular, en cambio a bajas concentraciones de H*, pH 6, en la solucién,
la concentracion de metales se vuelve despreciable y los grupos carboxilos de la
pared celular, que poseen carga eléctrica negativa (-), participan en una unién
eficiente con el metal, el que posee carga eléctrica positiva (+), haciendo eficiente
el proceso. Sin embargo, es posible observar que a pH > 6 ocurre precipitacion,

tal es el caso de Fe(ll), el cual se oxida a Fe(OH)s.

El tratamiento de descontaminacibn de masas de agua mediante la
biorremediacion por BAL permite la recuperacion de estas fuentes de manera
ventajosa desde el punto de vista ambiental y econdmico industrial. Los
tratamientos biolégicos permiten una restauracion in situ evitando procesos
costosos en tratamiento. Dado lo anterior, la aplicacion de BAL a sistemas
acuaticos contaminados (i) biorremediara aguas contaminadas con hierro total,
(i) no generara residuos toxicos, (iii) evitara la precipitacion de metales en las
redes de conduccion del agua, (iii) facilitarda el proceso de tratamiento y
producciéon de agua potable, (iv) disminuird la adicién de productos quimicos
abatidores de contaminantes del agua. Por lo tanto se propone crear un consorcio
de bacterias benéficas aisladas desde cuerpos acuaticos naturales de la zona
central de Chile, para esto los ejes en que se basa este estudio estaran
orientados a (i) desarrollar un consorcio de bacterias acido lacticas con
propiedades probidticas para la remocién y/o reduccion de contaminantes del
agua, (b) aplicar el consorcio de bacterias benéficas a sistemas acuosos
mejorando su calidad a través de la biorremediacion y (iii) recuperar las fuentes
saturadas que han sido abandonadas o que se encuentren fuera de uso. Para lo
cual se ecodisefiara un producto biotecnolégico de alta calidad en base a un
consorcio de bacterias acido lacticas, con propiedades probidticas, aisladas
desde cuerpos acuaticos superficiales como vertientes y esteros de Chile central,
que cumplen requisitos de mejoras operacionales y fomenten la economia

circular.
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Este producto sera desarrollado para la aplicacion al proceso de potabilizacion
del agua, en la etapa de captacion. Como primera alternativa se encuentra su
dosificacion en estanques de almacenamiento de agua contaminada de diversa
capacidad. Como segunda alternativa es su utilizacion en aquellas fuentes
subterraneas de agua para potabilizacion que se encuentren colmatadas de
contaminantes, aca el tratamiento se realizara in situ, utilizando las cafierias pozo
métricas destinadas para medir los niveles freaticos en donde el consorcio se
aplicarda y llegara directamente a la napa subterranea, permitiendo la remocion y
por consiguiente se explotara agua de mejor calidad con menor concentracion de
contaminantes. Ambos métodos permitiran un ahorro estimado del 30 % del

presupuesto asignado para prospeccion de nuevas fuentes.

En la perspectiva empresarial, existen fuentes de agua para potabilizacién que
se encuentran abandonadas, fuera de uso o cuya explotacion se reduce en las
horas de funcionamiento de las bombas de succion, entonces para aquellas
fuentes que se encuentren bajo este espectro se acumularda esta agua en
estanques, siendo tratada con el consorcio benéfico por al menos dos horas
como tiempo de contacto, o bien se aplicara el consorcio directamente a las

napas subterraneas de agua para potabilizacién.
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2.1 Hipdtesis cientifica.
Las bacterias &cido lacticas, originarias de cuerpos acuaticos naturales, son
capaces de remover elementos inorganicos como hierro total, favoreciendo el

proceso de potabilizacién del agua.

2.2 Hipotesis de bionegocio.

La aplicacion de un consorcio de bacterias acido lacticas a fuentes de agua para
potabilizacibn que se encuentren contaminadas, recuperara los acuiferos,
mejorando su calidad, activando la explotacion de fuentes de captacion
abandonadas y reduciendo los costos de tratamiento del agua e inversiones en

nuevas obras de infraestructura.

2.3 Objetivos.

Desarrollar un consorcio de bacterias acido lacticas con propiedades probiéticas
para la remocion y/o reduccion de contaminantes del agua

Aplicar el consorcio de bacterias probidticas a sistemas acuosos mejorando su
calidad a través de la biorremediacion.

Recuperar las fuentes saturadas que han sido abandonadas o que se encuentren

fuera de uso.
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Capitulo 3: Metodologia.

3.1 Proceso creativo.

Para el desarrollo del proceso creativo de esta propuesta se utilizé la metodologia

Design Thinking de acuerdo a sus 5 fases basadas en; observar, detectar

necesidades y, finalmente, solucionarlas (Figura 2).
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Figura 2: Metodologia para proceso creativo Design Thinking.
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3.1.1 Fase 1: Empatizar.

Para el desarrollo de esta fase se observaron los problemas que presentan las
obras de captacién para potabilizacion de agua y su calidad, reconociendo las
soluciones actuales a esta problematica y como se podrian mejorar. Existe una
clara evidencia en la disminucién de la vida util de las obras de infraestructura
cuya causa se debe a la saturacion de los cuerpos freaticos con contaminantes
del tipo metalicos como hierro total, que ha ido en aumento durante este ultimo
periodo, afectando los procesos de abatimiento clasico de metales, ya sea por
oxidacion con cloro gas, hipoclorito de sodio y/o permanganato de potasio,
resultando en el abandono de la fuente de captacién, y dando comienzo a la
busqueda de nuevas fuentes para potabilizacion, perdiendo la inversion inicial

realizada.
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En esta fase se investigo las soluciones biotecnolédgicas aplicadas en el &rea de
abatimiento de metales para el mejoramiento del agua a nivel nacional y mundial,
eligiendo aquellas técnicas que eliminen, reduzcan o remuevan los metales del
agua, sean biodegradables y no generen residuos téxicos para el medio
ambiente. Estas tecnologias se deben adecuar a las necesidades de la empresa
sanitaria, normativas, organizacionales y sociales, integrando diversas variables
con una Vvision estratégica que satisfaga los requerimientos del entorno. Luego
de esta busqueda de informacidén se optd por la tecnologia de biorremediacion
debido a que son métodos que remueven altas concentraciones de metales,
tienen un bajo consumo energético y son de bajo costo. Asimismo, los
microorganismos biorremediadores elegidos serdn bacterias acido lacticas
(BAL), escogidas por tres razones; (i) su capacidad para remover metales
pesados por biosorcidn, (ii) en el ser humano adsorben y bioacumulan sustancias
téxicas generando una “proteccion” en su ambiente, que se puede replicar en el
medio ambiente y (iii) para tecnologias dirigidas a alimentos, solo se pueden
utilizar bacterias aptas para aquello, y las BAL cumplen con este requerimiento
debido a sus propiedades probiéticas (Huét y Puchooa. 2017; Mrv¢ic et al. 2012).
Estas bacterias se aislardn desde cuerpos acuaticos locales, tales como esteros

y vertientes.

3.1.3 Fase 3: Idear.

En esta etapa, se confeccion6 el modelo de negocio que sustenta el desarrollo y
la propuesta de valor del producto “Naturewaters Probiotics”. Se propuso como
propuesta de valor, “Biorremediar fuentes de agua contaminada a través de la
aplicacion de un producto natural e innovador hecho a base de BAL locales cuyo
objetivo es recuperar los acuiferos mejorando la calidad de agua, entregando

confianza y seguridad a nuestros clientes”.
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Se establecid el segmento de clientes, los canales, la estructura de ingresos y
costos asociados, las alianzas estratégicas que permiten el desarrollo del
producto, la relacion con el cliente, proveedores claves y los recursos y

actividades que son importantes para que el producto pueda ser creado.

3.1.4 Fase 4: Prototipar.

Se establecio que el prototipo a desarrollar de “Naturewaters Probiotics”, consiste
en una emulsion constituida por un consorcio de bacterias acido lacticas de
concentracion 10’ UFC/100 mL, seleccionadas por su capacidad de crecimiento
en medios ricos en hierro, su capacidad de remocién y sus propiedades
probidticas. La presentacion de este producto sera en formato de emulsion de 2
g/L de BAL. A la emulsion obtenida se le realizaran pruebas de laboratorio en

cuanto a la remocién de metales en medios acuosos.

3.1.5 Fase 5: Evaluar

En esta fase y ya obtenidos los resultados de las pruebas de campo se definio
como estrategia del negocio un modelo de integracién tecnoldgica del producto,
es decir una presentacion del producto, a través de la divulgacion del consorcio
benéfico a empresas objetivas como sanitarias regionales categorizadas como
grandes, pequefas, y cooperativas de agua potable rural de la zona Bio Bio
cordillera y costa. Como segunda estrategia de negocio se decidié el modelo de
transferencia tecnolégica entre la Universidad San Sebastian con empresas del
rubro. La variabilidad econdmica del proyecto se determind utilizando los

indicadores VAN y TIR a un plazo de 5 afios.
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3.2Modelo de negocios.

Tabla 4: Modelo de negocios Canvas.

1. segmento clientes

eEmpresas sanitarias
eCooperativas agua potable rural
ePersonas naturales

eEarly adopters
*ESSBIO S.A. y Aguas San Pedro S.A.

2. Problema

eContaminacion napas subterraneas y agua potable
de mala calidad.

#50.000 clientes afectados.

eExplotacidn de nuevas fuentes de agua para
potabilizacion.

*A nivel nacional se comercializan consorcios

bacterianos que se aplican para biorremediacion en
agua residual y lodos sanitarios.

3. Propuesta unica de valor

eBiorremediar fuentes de agua contaminada a través
de la aplicacién producto natural, innovador hecho a
base de BAL locales cuyo objetivo es recuperar los
acuiferos mejorando su calidad de agua y asi
entregar confianza y seguridad a nuestros clientes

*Seremos una empresa innovadora en el area de
biorremediacidn por BAL y pioneras en la
implementacion de economia circular en la
recuperacion de fuentes de captacion.

4. Solucién

eAplicar un consorcio de bacterias acido lacticas,
obtenidas y aisladas de vertientes y esteros locales,
a fuentes de captacion de agua para potabilizacion
que se encuentren contaminadas y/o en estanques
de acumulacién de agua.

5. Canales

eCampafias publicitarias a través de redes sociales y
portales web relacionados al tratamiento del agua.

eVisitas a empresas, envios de presentacion de la
innovacion a traves de correo electrénico.

eAliados estrategicos; OIKOS Chile LTDA, y
Probionature LTDA.

*Socios comerciales; ANASAC, Inversiones Nutraterra
S.A., BTS Intrade Laboratorios. Agrocomercial
Buenas Practicas Ltda.

6. Flujo de ingresos

*El flujo de ingreso sera por venta directa a través de
tiendas digitales.
eIngreso por comisidn, que se dara entre los

distribuidores OIKOS Chile LTDA y Probionature
LTDA.

7. Estructura de costos

eCostos variables: Medios de cultivo, insumos,
reactivos, soluciones, material fungible, material de
terreno, costos de marketing.

eCostos fijos: Sueldos, servicios basicos, gastos
oficina.

eInversion: Equipos de medicion portatiles.

* Gastos operaciones: 12%, Gastos administracion: 12
%, Utilidad: 72%, Depreciacion: 1 % todo en
promedio 3 afios.

8. Métricas 9. Ventaja especial
eIngresos eUtilizacién de BAL
eRemocidn locales para la

recuperacion de
fuentes para
potabilizacion desde
su captacién
eAliados estrategicos

eCuantificacién
eRecuperacion
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3.2.1

3.2.2

3.2.3

Como método para establecer el modelo de negocios, se utilizé el modelo Canvas

(Tabla 4). A continuacion, se describen sus bloques.

Seleccion de clientes

La emulsion de consorcio de bacterias acido lacticas (Naturewaters Probiotics),
esta desarrollado para recuperacion captaciones de agua para potabilizacion que
se encuentren saturadas por hierro total, color verdadero y turbiedad
nefelométrica de propiedad de empresas sanitarias, cooperativas de agua
potable rural y personas naturales que cuenten con sus propias fuentes de agua.
Se definié como segmento Early adopters a empresa sanitaria Aguas San Pedro
S.A.y ESSBIO S.A.

Problema

Dentro del mundo sanitario y de los problemas que se enfrentan por escarcidad
hidrica, se observd que existe una evidente contaminacion de napas
subterraneas, lo que esta generando que el agua potable producida sea de mala
calidad, provocando el abandono de la obra de captacion y activando la
prospeccion de nuevas fuentes de agua. Actualmente, a nivel nacional se
comercializan consorcios bacterianos que se aplican para biorremediacién en

agua residual y lodos sanitarios.

Propuesta Unica de valor.

La propuesta Unica de valor para este bionegocio se centra en biorremediar
fuentes de agua contaminada a través de la aplicacion Naturewaters Probiotics,
producto natural, innovador hecho a base de BAL locales cuyo objetivo es
recuperar los acuiferos mejorando su calidad de agua y asi entregar confianza y

seguridad a nuestros clientes.

32



3.24

3.2.5

3.2.6

3.2.7

\  UNIVERSIDAD
'SAN SEBASTIAN

Solucion.
Aplicar Naturewaters Probiotics a fuentes de captacion de agua para
potabilizacion que se encuentren contaminadas y/o en estanques de

acumulacion de agua.

Canales.

Los canales que tendra Naturewaters Probiotics seran por campafas publicitarias
a través de redes sociales y portales web relacionados a la potabilizacion del
agua. Se creara una pagina web en la cual se ofrecera y vendera el producto.
También se realizardn visitas a empresas y envios de presentaciones de la

innovacion a través de correo electronico.

Flujo de ingresos.

El modo principal de obtencién de ingresos que tendra el bionegocio esta dado
por venta directa a través de tiendas digitales y por ingreso por comisién, que se
dard entre los distribuidores OIKOS Chile LTDA, Probionature LTDA, y
SolBioChile S.A.

Estructura de costos.
La estructura de costos de acuerdo a la evaluacién econémica del producto
Naturewaters Probiotics (Tabla 5), arrojo lo siguiente:

Tabla 5: Estructura de costos Naturewaters Probiotics.

Items/ Afios 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5
INGRESOS

Ventas ‘ 100% | 100% | 100% | 100%
EGRESOS

Costos Variables de Produccién 0% 1% 1% 1%
Gastos Operaciones 39% 22% 10% 8%
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Gastos Administracion 33% 18% 9% 6%
Gastos Marketing 30% 17% 8% 6%
Depreciacion y Amortizacion 8% 4% 2% 0%
Gastos financieros 0% 0% 0% 0%
Utilidad -11% 38% 70% 79%

Fuente: Elaboracion propia

Como costos variables fueron considerados los medios de cultivo, insumos de
laboratorio, reactivos, soluciones, material fungible, material de terreno, costos
de marketing. En costos fijos se agruparon los sueldos, servicios basicos y gastos

de oficina.

Para inversion se incluyeron equipos de medicion portétil para terreno,
turbidimetro Marca HACH 2100P, Kit Estandar de calibracion y verificacién de
formazina, pHmetro HQ40D Yy su respectiva sonda, soluciones tampon pH 4,00-
7,00-10,01 para calibracién y verificacién. Se considera la compra de un

automovil para terreno.

Se propone que en un promedio de 3 afios los gastos operaciones sean de un
13 %, Gastos administraciéon: 13 %, Utilidad: 63 %, Depreciacion: 2 % y Gastos

en marketing 10 %.

Métricas claves.
En este bionegocio se identificaron cuatro indicadores de desempefio, los cuales

se enumeran a continuacion:

Ingresos
Remocién
Cuantificacion

Recuperacion
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Ventajas especiales
La gran ventaja que posee Naturewaters Probiotics es la recuperacion de fuentes

para potabilizacidn, en la etapa de captacion de agua

Durante el desarrollo del proceso creativo se lograron identificar a empresas que
distribuyen productos biotecnolégicos en el mercado nacional y también a
empresas que producen biomasa bacteriana para investigacion, estas fueron
seleccionadas por su experiencia y trayectoria en el rubro de la biotecnologia.
Como aliados estratégicos se encuentra OIKOS Chile LTDA, que comercializa
consorcios bacterianos para la biorremediacion de suelos, agua residual y lodos
sanitarios o industriales, SolBioChile S.A. que entrega servicios para soluciones
biotecnolégicas a empresas e industrias sanitarias y Biohidrica LTDA, que
comercializa productos relacionados con la deteccion y control de la
contaminacion ambiental, microbiolégica y biominera. Estas empresas se
contactaran cuando ya se ha obtenido y probado Naturewaters Probiotics para
su distribucion en el mercado. Por otra parte la empresa Probionature LTDA, sera
la encargada del desarrollo de esta innovacion, siendo la Universidad San
Sebastian la instituciébn que proporcionara el Know-How fundamental para la

produccion del probidtico.

Probionature LTDA sera el aliado estratégico ya que posee la tecnologia para el
desarrollo de biomasa de manera industrial, siendo una empresa clave en el
proyecto, entrara en este proyecto en la etapa de formulacion del consorcio,
entregando las cepas que conforman el consorcio a comercializar de manera

nacional.

3.3 Estrategia de negocio.
La estrategia del negocio se detalla en la figura 3:
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Figura 3: Esquema de estrategia de negocio de Naturewaters Probiotics.

A continuacién se detallan las etapas de la estrategia de negocio.

3.3.1 Centro de investigacion.

En esta etapa se llevd a cabo la investigacion basica/aplicada, generando el
desarrollo de la propuesta de producto de acuerdo con lo detallado en el capitulo
3, punto 3.1.3y 3.1.4.

3.3.2 Vigilancia tecnoldgica.
La vigilancia tecnoldgica se realiz6 haciendo una busqueda exhaustiva de las
soluciones desarrolladas por empresas biotecnoldgicas locales e internacionales.

Luego de lo cual se definio el producto estableciendo el potencial de inversion.

3.3.4 Valorizacion.

En esta etapa, luego de la informacion obtenida por la vigilancia tecnoldgica, se
desarrolld la viabilidad econémica tal como se describe en el Capitulo 4,
mostrando los indicadores financieros utilizados con la finalidad de verificar la
sostenibilidad de esta propuesta para luego dar paso a la proteccion y
patentamiento de los resultados y del producto ante el Instituto Nacional de
Propiedad Intelectual (INAPI) en Chile y/u organismo extranjero en Europa y

Estados Unidos.

3.3.5 Comercializacion.
Para la comercializacion se desarrollaran paquetes tecnoldgicos asociados al

licenciamiento y al know-how del producto por medio de contratos a mediano y
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largo plazo para asi dar paso a la transferencia del conocimiento del producto

hacia los aliados tecnolégicos.

3.3.6 Mercado.
Luego de establecidos los contratos por transferencia tecnologica se dara
comienzo a la produccién de la innovacion y su posterior comercializacion y

distribucion en el mercado.

3.4 Estrategia de posicionamiento por beneficios.

Para esta innovacion, la estrategia de posicionamiento por beneficios estara dada
en la comunicacion de los beneficios exclusivos del producto Naturewaters
Probiotics, estando incluido en el item gastos marketing indicados en la Tabla 5.
El concepto del probidtico sera “Agua sana desde su captacion”, favoreciendo a

su posicionamiento en el mercado.

La estrategia estd conformada por una integracion tecnolégica del producto, la
gue se compone de 5 etapas (Figura 4), la primera etapa corresponde a; (1)
propuestas y comunicacion con empresas, se contactara a empresas objetivas
como sanitarias regionales categorizadas como grandes, pequefias, Yy
cooperativas de agua potable rural de la zona Bio Bio cordillera y costa norte, en
primera instancia, enviando correos corporativos y agendando reuniones
explicativas, (2) realizar demostraciones a través de presentaciones del
producto, iniciando la apertura de conocimiento por parte del cliente y
favoreciendo a una divulgacion indirecta, (3) entregar muestra de prueba, facilitar
muestras de la tecnologia para que puedan realizar pruebas de campo con su
propio suministro, lo que le da la tranquilidad y conviccion al cliente de la compra
del producto y lo mas importante es que la incorporacién del consorcio en sus
procesos significara una real ayuda en el abatimiento de los contaminantes y
tranquilidad para producir un agua de calidad que se distribuya a sus clientes. (4)

Retroalimentacion, en esta etapa se realizardn encuestas de satisfaccion del
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cliente, recibiendo comentarios, sugerencias y observaciones, que permitiran una
mejora continua del producto. (5) Testimonios, como fase final se utilizaran las
experiencias de los ensayos de empresas que han implementado esta tecnologia
a corporaciones que estan en proceso de conocimiento y exploracion del

producto, esto con la finalidad de captar nuevos clientes y referidos de estos.

1. Propuestasy 2. Realizar 3. Entregar 4. 5. Testimonios
comunicacién demostraciones muestras de Retroalimentacién « Uso de
con empresas « Aumentando la prueba « Recibir opiniones testimonios, lo
e Se contactara a |:> confianza del |:> e Atraera a clientes del cliente, mejorar que generara
empresas cliente y potenciales producto confianza en los
objetivas. generando una clientes.
divulgacion * Captacion de
indirecta referidos

Figura 4: Esquema de integracion tecnoldgica de Naturewaters Probiotics.

La integracién se hara por campafas (Figura 5), la primera se desarrollara
durante el periodo de prueba del consorcio, a modo de generar expectativa a
potenciales clientes y desde el origen comenzar con el establecimiento de
contactos y redes, la segunda campafia se hara cuando se realicen pruebas de
campo del probidtico, y después mensualmente se realizaran campafas

publicitarias en medios digitales y portales web relacionados al tratamiento del

agua.
1. Primera campafa 2. Segunda campafia 3. Campaiias sucesivas
* Por un periodo de un mes paralelo * Por un periodo de 2 meses, durante ¢ A partir de la obtencién de los
a las primeros resultados de las el periodo de pruebas de campo del primeros resulatdos de clientes se
pruebas de laboratorio. producto realizaran campafias de forma
mensual

Figura 5: Esquema de campafias publicitarias de “Naturewaters Probiotics”, las que seran parte fundamental de la
integracion tecnoldgica del producto.
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Para lograr una transferencia tecnoldgica primero se recurrié a realizar una vigilancia
tecnoldgica la cual se logré de acuerdo a estas fases: (a) Identificar el problema y sus
necesidades, (b) Obtener la informacion a través de motores de busqueda, bases de
datos especializadas y en herramientas tales como Scopus, Web of Science (Wo0S),
World Intellectual Property Organization (WIPO), paralelo a esta esquema de busqueda
de informacion, se utiliz6 como herramienta a Google Alert (https://google.cl/alerts) el
cual permiti6 supervisar en la web nuevos contenidos mediante notificaciones push
enviadas al correo electrénico una vez al dia. (¢) Analizar, procesar y valorizar la
informacién, (d) difundir la informacion para luego, (e) usar la informacion y decidir sobre

gue producto ofrecer y como solucionara las necesidades en el area sanitaria.

Para la busqueda de patentes se utilizo el motor de bausqueda Google Patent. En la Tabla
6 se muestran las principales patentes de invencién relacionadas con la biorremediacién
y aplicacion de bacterias acido lacticas a medios acuosos con el fin de remover

contaminantes o entregar propiedades probidticas.

Tabla 6: Patentes relacionadas con el mejoramiento de medios acuosos.

N° patente

Analito removido

Microorganismo

Nombre

US 6719902 B1

Remueve analitos
Cromo, Uranio
Hierro

Shewanella putrefaciens

FE(O)-BASED BIOREMEDIATION OF
AQUIFERS CONTAMINATED MIXED
WASTES

US-4519912-A

Remueve Sulfato

Clostridium sp, Desulfovibrio sp,
Desulfotomaculum sp.

PROCESS FOR THE REMOVAL OF
SULFATE AND METALS FROM
AQUEOUS SOLUTIONS

US4522723 Remueve Sulfato Desulfovibrio and Desulfotomaculum PROCESS FOR THE REMOVAL AND
RECOVERY OF HEAVY METALS
FROM AQUEOQOUS SOLUTIONS
US20140342437A1 | Disminuye Bacillus spp Lactobacillus spp MICROORGANISM-BASED
concentracion de WASTEWATER TREATMENT
demanda COMPOSITIONS AND METHODS OF

bioquimica de
oxigeno, solidos
suspendidos
totales, nitrégeno
total Kjeldahl, y
aceites y grasas
del agua residual

USE THEREOF

39




CA2839383C Remueve Rhodopseudomonas palustris, MICROORGANISM-CONTAINING
Hidrocarburos y Bacillus subtilis, Pseudomonas COMPOSITION FOR BIOMEDIATION
solventes aeruginosa, Saccharomyces AND AGRICULTURAL USE

cerevisiae, Aspergillus otyzae,
Candida utilis, Streptococcus lactis,
Lactobacillis spp.

WO02007054691A1 | Remueve Arthrobacter, Actinobacter, BIOREMEDIATION MATERIALS
hidrocarburos, Pseudomonas spp, Mycobacteria,
tricloroetilenos y Rhodococcus spp, Sphingomonas,
fenoles fungi que producen peroxidos y

laccases, Bacillus spp, Pseudomonas
fluorescens, mycorrihiza, Rhizobium
spp, Frankia, Azotobacter, Anabeana,
Nostoc, Azotobacter, Beijerinckia,,
Klebsiella, Lactobacilli,
Bifidobacterium, Enterococcus
faecium, Lactococcus lactis,
Leuconstoc mesenteroides,
Pediococcus acidilactici,
Streptococcus thermophilus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli,
Saccharomyces spp.

CA3064942A1 Formacién de Bacillus spp, Lactobacillus spp. METHOD OF GENERATION
biofilms sobre BACTERIAL COMPOSITIONS
particulas de COMPRISING A BIOFILM WITH
carbon BENEFECIAL BACTERIA

KR101187731B1 Remueve Lactobacillus parafarraginis LACTOBACILLUS PARAFARRAGINIS
sustancias STRAIN HAVING DEODORIZATION
odoriferas de ACTIVITY AND WATER
amonio y amidas PURIFICATION ABILITY IN EEL FARM

AND USES THEREOF

RU2372788C2 Aditivo Enterococcus faecium, DSM PROBIOTIC, HEALTH- OR

alimentario y para
el agua potable

16211, Lactobacillus reuten, DSM
16350y Lactobacillus salivanus ssp.
salivanus, DSM 16351, Pediococcus
acidilactici, DSM 16210 y
Bifidobactenum animalis, DSM
16284.

PRODUCTIVITY-STIMULATING
FODDER ADDITIVE OR PORTABLE
WATER ADDITIVE AND ITS
APPLICATION

Las principales diferencias de las patentes presentadas con la invencion

propuesta son:

Existen dificultades en la preparacion de los medios de cultivo especificos para

las bacterias a enriquecer debido a los requerimientos energéticos especificos de

los grupos;
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El sustrato base, se debe complementar con sales y diversas fuentes de

nitrdgeno para sostener el crecimiento microbiano.

Las patentes fueron realizadas para tratar aguas residuales y suelo, adicionar
probiodticos al agua potable y para el mejoramiento de los alimentos, no para

aguas naturales para potabilizacion.

Los productos patentados no son aplicados en las captaciones de agua para

potabilizacion.

Tanto en la busqueda de patentes, alertas y deteccion de sefiales se emplearon

las siguientes palabras claves:

- Lactic acid bacteria water
- Water Lactobacillus
- Water bioremediation

- Removed metals water

En la actualidad no se evidencian patentes de invenciébn de mezclas de
microrganismos utilizados para remover hierro en cuerpos acuéticos saturados,

y mas aun especificados como de bacterias lacticas.

3.6 Analisis econOmico

Se realiz6 el andlisis econdmico por medio de la estimacién del flujo de caja del
proyecto por medio del andlisis de sensibilidad evaluando el Valor Actual Neto
(VAN), la Tasa Interna de Retorno (TIR), el Retorno sobre la Inversién (ROI) y el

Payback en dos escenarios posibles.

Para el célculo del VAN se utilizé la formula que se muestra a continuacion:

VAN—Zn: i i
- £ (1 s
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En donde F: corresponde al flujo neto en un periodo de tiempo t, lo es la inversion
inicial y el término k es la tasa de descuento que para fines de evaluacion se
asumié a 12%. Debido a que en el indice IPSA durante los ultimos 5 afios (2015-
2020) su variacion fue negativa en comparacion con el indice bursétil Dow Jones
de Norteamérica en donde su variacién promedio anual no supera el 5% ademas
cabe mencionar que la inflacion en nuestro pais se encuentra en un 3%, por tanto,

la tasa de descuento estd acorde con proyectos de plazo 5 afios.

La TIR se calculo de la siguiente forma:

Z (1+ TIR)t

FC: corresponde al flujo de caja cuando VAN equivale a cero en un periodo de

tiempo n.

Otro parametro utilizado fue el Retorno sobre la Inversién dado que nos entrega
informacion sobre la rentabilidad del proyecto. Este fue calculado en un periodo

de 5 afios acorde a la siguiente formula:

ROI= (Ganancia-Inversion)/Inversién X 100
Cbémo ultimo parametro se utilizé el payback para conocer el periodo de tiempo

en que la inversion retorna. Para ello se calculé de la siguiente manera:

Payback=Inversién/(Flujos de caja)
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4.1 Descripcion del producto/proceso.

Naturewaters Probiotics, “agua sana desde su captacion”, es un producto
biotecnoldgico de alta calidad en base a un consorcio de bacterias acido lacticas,
con propiedades probidticas, aisladas de cuerpos acuaticos superficiales como
vertientes y esteros locales, que se encuentren en un estado de homedstasis del
medio abidtico y bibtico, que contribuyan a cumplir requisitos de mejoras
operacionales en una planta potabilizadora, ya que su aplicacién en fuentes de
agua abandonadas permitira su reactivacion y uso. Su aporte como innovacion
sera su propia composicién microbiana con mas de 107 UFC, caracterizada por
su capacidad abatidora de contaminantes en sistemas acuosos. La presentacion
de este producto sera en formato de emulsion de 2 g/L de BAL, en envases de 1
L, 10 L y 230 L. Naturewaters Probiotics al ser un probioético cuyo foco es la
mejora del agua para potabilizacion contara con certificados de calidad y de
inocuidad alimentaria de acuerdo con lo exigido por la Secretaria Regional
Ministerial de Salud y certificacion del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos (INTA).

Se desarroll6 una imagen publicitaria (Figura 6.A), para presentaciones en
empresas a través de pendones publicitarios como también se contara con un
logotipo descriptivo (Figura 6.B), el cual entrega informacion sobre el origen del

producto, cuyo objetivo es el establecimiento en el mercado sanitario.
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Figura 6: A, Imagen publicitaria. B, Logotipo de Naturewaters Probiotics.

Este producto es desarrollado para su aplicacion al proceso de produccion de
agua potable en la etapa de captacion, dosificandolo en estanques de
almacenamiento de agua contaminada o aplicandolo directamente fuentes
subterrdneas, como pozos, sondajes o punteras, para lo cual se utilizaran los

ductos pozométricos.

En estanques, la dosificacion del producto debe ser antes de la etapa de
oxidacion y luego de su captacion. El tiempo de contacto debe ser por lo menos
2 horas. Para llevar un control operacional de la remocion de los contaminantes
se recomienda instalar una llave de muestreo antes de la entrada al estanque y
en la salida del estanque a fin de registrar las concentraciones de entrada y de
salida, para mayor control del cliente, y un sistema de purgado simple que conste
de un sistema de evacuacion de las particulas sedimentadas, para la eliminacion

de la biomasa muerta.
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Como parte de esta tesis se realizé un articulo de revision del estado del arte y
bibliografico actualizado, cuyo titulo es el siguiente “Potencial aplicacion de
bacterias acido lacticas en sistemas de tratamiento de agua”, que trata los
siguientes topicos, (i) problema actual y medidas de tratamiento del agua a nivel
latinoamericano, (i) produccion de agua potable y tratamiento de aguas
residuales, (iii) mecanismo de biorremediacion, como agente biotecnoldgico, (iv)
comunidades bacterianas en sistemas dulceacuicolas, (v) bacterias &cido
lacticas, de vida libre, remocion de analitos en sistemas acuosos, y sus
propiedades probidticas y (vi) conclusiones, ¢qué se puede hacer?, ¢cémo
utilizar las BAL y que beneficios tendria?. El articulo de revision fue enviado a la
revista Ecosistemas, revista cientifica de ecologia y medio ambiente (Espafia), la

cual lo aprobé para publicacion.

La referencia bibliogréafica del articulo de revision es la siguiente:

Balboa Luna, C., & Vergara Gonzalez, L. (2021). Potencial aplicacion de
bacterias 4cido lacticas en sistemas de tratamiento de agua. Ecosistemas, 30(2),
2224. https://doi.org/10.7818/ECOS.2224

4.3 ldentificacion de competidores.

La competencia directa estara dada por aquellas empresas biotecnoldgicas que
investigan y desarrollan productos microbioldgicos bacterianos para tratamiento
de agua contaminada.

Actualmente a nivel nacional para el rubro del agua existe OIKOS Chile LTDA,
gue ofrece el producto OikoVersal AMB para biorremediacion de agua residual y
lodos industriales o sanitarios, utilizando cepas madres originarias de Estados
Unidos de la compafiia SCD Probiotics. Los ingredientes activos de este producto

son microorganismos entre los cuales se encuentran Lactobacillus plantarum,
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Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbruekii, Bacillus
subtilis, Saccharomyces cerevisiae, y Rhodopseudomonas palustre en
concentracion de 108 UFC/mL al 1%, ademas la solucién posee 96% de agua y
3 % de melaza.

Como otra empresa competidora esta SCD Probiotics SCD la cual que desarrolla
biotecnologia innovadora, ecoamigable, y no contaminante con el medio
ambiente. Posee productos patentados cuyo campo de aplicacion es en plantas,
animales y personas. Los probioticos son fabricados utilizando microrganismos
beneficiosos ambientales mediante tecnologias de fermentacion patentadas.
Comercializa soluciones madres para la preparacion de probiéticos, dentro de las
cuales se encuentra ProBio Balance - Probiotic Mother Culture - SCD Probiotics
Original (concentrado de probidticos para preparacion de inoculo para uso de
suelo, aguas residuales y aplicaciones en agricultura) y ProBio Balance plus -
ProBiotic Mother culture and soil inoculant - SCD Probiotics (concentrado liquido
de microorganismos beneficiosos, que presenta niveles mejorados de bacterias

purpuras fototréficas)

A nivel europeo se encuentra Minnepura Co. empresa norteamericana, que
comercializa enzimas bacterianas para remover acido ciandrico y otros
contaminantes del agua. Los microorganismos utilizados para la obtencion de
estas enzimas son, Azorhizobium caulinodans, Sarocladium sp, Halanaerobium,
Marinobacter, Oceanimonas, Streptohalobacillus, Thauera, Pseudomonas,
Marinobacterium, Williamsia, Colwellia y Pseudomonas sp NCIB 9816-4.

Microvi BioTech compafia norteamericana que desarrolla plantas abatidoras de
nutrientes para agua residual y plantas de potabilizacién para contaminantes
como nitratos, perclorados y solventes clorados, 1,4-dioxane, en base a
biotecnologias, las cuales ocupan sustancias poliméricas y enzimas que se
obtienen de microorganismos como microalgas; Chlorophyceae, Cyanophyceae,

Xanthophyceaei, Chrysophyceae, Chlorella (e.g., Chlorella protothecoides),
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Cyclotella, Navicula, Nitzschia, Cyclotella, Phaeodactylum, y Thaustochytrids;

levaduras como Rhodotorula, Saccharomyces, Apiotrichum y un consorcio
bacteriano compuesto por: M-5 Clostridium acetobutylicum ATCC ® 824 ™ M-
6 Clostridium pasteurianum ATCC ® 6013 ™, M-7 Clostridium
beijerinckii ATCC® 10132 ™, M-8 Clostridium butyricum ATCC® 19398 ™ M-
9 Botryococcus  braunii UTEX 572 ™ M-10 Botryococcus  braunii UTEX
2441 ™ M-11 Botryococcus braunii var. Showa UC Herbarium UC147504, M-
12 Nitrobacter winogradskyi ATCC ® 25391 ™ M-13 Nitrosomonas
europaea ATCC® 19718 ™ M-14 Nitrosomonas oceani ATCC® 19707 ™, M-
15 Lactobacillus delbrueckii ATCC ® 9649 ™, M-16 Lactobacillus casei ATCC ®
393 ™ M-17 Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC® 19435 ™ M-
18 Lactobacillus amylovorus ATCC® 33620 ™, M-19 Enterobacter
aerogenes ATCC ® 13048 ™, M-20 Enterobacter cloacae ATCC® 13047 ™, M-
21 Rhodobacter sphaeroides ATCC ® 17029 ™, M-22 Pseudonocardia
dioxanivarans ATCC ® 55486 ™, M-23 Mycobacterium vaccae ATCC®
15483 ™ M-24 Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC® 29305 ™, M-
25 Actinobacillus  succinogenes ATCC® 55618 ™, M-26 Corynebacterium
glutamicum ATCC® 13032 ™, M-27 Mannheimia succiniproducens ATCC ®
29305 ™, M-28 Methanosarcina acetivorans ATCC® 35395 ™ M-
29 Methanobrevibacter smithii ATCC® 35061 ™, M-30 Methanothermobacter
thermautotrophicus ATCC ® 29096 ™, M-31 Methanospirillum hungatei ATCC ®
27890 ™ M-32 Methylosinus trichosporium ATCC ® 35070 ™ M-
33 Methylococcus capsulatus ATCC® 19069 ™, M-34 Pseudomonas
syringae ATCC® 19310 ™, M-35 Pseudomonas sp. ATCC® 13867 ™, M-
36 Achromobacter denitrificans ATCC ® 15173 ™, M-37 Paracoccus
denitrificans ATCC ® 17741 ™ M-38 Dechloromonas agitata ATCC®
700666 ™, M-39 Decholormonas aromatica ATCC® BAA-1848 ™ M-
40 Rhodococcus sp. ATCC® 55309 ™, M-41 Rhodococcus sp. ATCC®
21504 ™ M-42 Desulfovibrio desulfuricans ATCC ® 27774 ™ M-
43 Cyanothecesp ATCC® 51142 ™ M-44 Synechocystis sp. ATCC®
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27184 ™ M-45 Chlamydomonas reinhardtii ATCC® 30483 ™, M-46 Bacillus
amyloliquefaciens ATCC ® 23350 ™ M-47 Citrobacter freundii ATCC ®
8090 ™, M-48 Klebsiella ~ pneumonia ATCC® 25955 ™ M-49 Bacillus
selenitireducens ATCC ® 700615 ™ M-50 Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC® 23270 ™, M-51 Phanerochaete chrysosporium ATCC®
24725™  M-52 Escherichia coli ATCC® 33456 ™, M-53 Acinetobacter
calcoaceticus ATCC® 23055 ™, M-54 Variovorax  paradoxus ATCC®
17713 ™, M-55 Paracoccus denitrificans ATCC ® 19367 ™.

Naturewaters Probiotics, presenta las siguientes ventajas competitivas respecto

a nuestros competidores:

El producto se enmarca en la implementacion de una oportunidad de innovacion
tecnoldgica en el tratamiento del agua captada para potabilizacién, cambiando la
forma de abatimiento de contaminantes a través del uso de un consorcio de
bacterias probidticas, en donde la principal ventaja de las empresas que lo utilicen
estara en la remocién de contaminantes en la captacion del agua, entregando al
sistema un agua mas pura y de mejor calidad a las siguientes etapas del proceso

de produccién de agua potable.

Los microorganismos aislados y seleccionados para formar parte del consorcio
son soélo BAL, lo que diferencia a los probidticos distribuidos por OIKOS Chile

LTDA o a los generados por SCD Probiotics.

Las BAL que conforman el consorcio se aislaran desde cuerpos acuaticos
locales, cuyas condiciones fisioldgicas y metabdlicas ya se han adaptado a la

condicion de escases de nutrientes, igualando a las fuentes de potabilizacion.

Es ecoamigable. La aplicacion de bacterias beneficiosas no genera residuos.
Segun Ippolito et al (2011), indican que los procesos de tratamiento de agua que
se utilizan para producir el agua potable genera una amplia variedad de productos
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residuales dependiendo de la fuente de agua y los productos quimicos utilizados
para el tratamiento y desinfeccion. En el tratamiento convencional de agua
potable (Coagulacion-filtracion) se generan soélidos en suspension tipo sales de
hierro, aluminio y particulas coloidales, este material suspendido y disuelto se
elimina con trazas de coagulantes. En general estos residuos son eliminados a
cuerpos receptores afectando la microfauna, insectos y animales; provocando

efectos ambientales negativos.

Evitara la precipitacion de metales en las redes de conduccion del agua. La
aplicacion de BAL en la etapa inicial del proceso de produccién de agua potable,
reducird de manera significativa los contaminantes y por sobre todo la presencia

de metales que pueden precipitar en las redes de distribucién.

Disminuira la adicién de productos quimicos abatidores de contaminantes del
agua. Para el afio 2019, en Chile el total de clientes regulados de servicios
sanitarios fue de 5.615.104 clientes, en el cual el 4% del total de clientes
corresponde a empresas menores, en éstas el costo anual por compra de
sustancias oxidantes para la potabilizacién alcanza el valor de M$ 52. La
proposicién de aplicacion del consorcio de bacterias pretende disminuir estos

costos solo en la compra de oxidantes.

Recuperard el uso de fuentes de contaminadas o saturadas evitando la
construccion de nuevas obras lo que generara un ahorro significativo en el
presupuesto asignado en la concesién sanitaria. Por otro lado, disminuira los
niveles de escarcidad presentes en Chile, impidiendo el avance en la disminucion
de la disponibilidad de fuentes de agua debido a la construccion de nuevas obras

de captacion.

4.5 Descripcion de las etapas
Las etapas a seguir para que el producto esté disponible en el mercado son los

gue se describen a continuacion:
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4.5.1 Etapa negociacién y comercializacion.
En esta etapa se definirdn los contratos, licencias y paquetes tecnolégicos para
gue Naturewaters Probiotics pueda ser transferido a los aliados estratégicos y se

proceda a la industrializacion y escalamiento del producto.

4.5.2 Etapa Redefinicion.

Para garantizar que el producto se comercialice se realizara un producto minimo
viable (PMV), que basicamente sera una version mas sencilla del producto para
biorremediar aguas. En esta etapa se recogeran testimonios y retroalimentacion
de un grupo de usuario para definir la version final del producto. Luego, se
procedera con la industrializacion, escalamiento, certificacion de calidad e
inocuidad alimentaria, pudiendo ser modificado por la empresa para su
adaptacion al mercado, se revisardn las normativas vigentes sobre la

comercializacién de los probioticos tanto en Europa y EEUU como en Chile.

4.5.3 Etapa de ingenieria del producto.

En esta etapa se realizara una revision del disefio del producto, si es un producto
atractivo para los clientes, si entrega confiabilidad y seguridad. También se
procedera a mejoras en la realizaciéon de andlisis de seguridad del producto.
Ademas, en esta etapa se debera realizar la blUsqueda de proveedores y
colaboradores.

4.5.3 Etapa de verificacion.

Durante esta fase se procedera al testeo del producto-mercado, observando
oportunidades y mejoras. Se robustecera las especificaciones de
industrializacion en la cadena de suministro. Se realizaran sondeos de

comercializacion
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En la etapa de desarrollo se hara una redefinicién de los costos e inversion para
su masificacion, escalabilidad, sostenibilidad y sustentabilidad. Se disefaran las
campafias de marketing mencionadas en el numeral 3.4. Se podra

reacondicionar el producto y servicio de preventa y postventa.

4.5.5 Etapa de aprovisionamiento.

En esta fase se programara, (a) la adquisicion de los materiales necesarios para
la elaboracion y comercializacién del producto, (b) la gestién del almacenaje del
consorcio, manteniendo los stocks minimos de cada material, (c) el control de los

inventarios y los costos asociados a los mismos.

4.5.6 Etapa de finalizacion.
Se realizaran los ajustes necesarios tanto al producto y su presentacion final. Se
implementard un soporte técnico de manera remota y por visitas a terreno a los

clientes.

El tiempo estimado corresponden a un periodo de 8 meses desde la etapa de

redefinicion.

4.5.7 Identificacién del segmento.

El mercado potencial para este proyecto de innovacion son las empresas
sanitarias y cooperativas de agua potable rural. A nivel local, en la Octava regién
existen 103 sistemas de produccion de agua potable rural, que son administrados
por cooperativas, ademas de dos empresas sanitarias ESSBIO S.A. y Aguas San
Pedro S.A. que en conjunto suman 44 plantas de produccion de agua potable.
Por lo tanto, en la regién existen 147 plantas de produccién que pueden utilizar
el producto, si bien no en todas las localidades existen contaminantes del tipo

metales, si presentan interferentes coloidales o particulas en suspension, que
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generan desviaciones en el agua producida. En una mirada local, en la region del
Bio Bio y region de Nuble, ninguna planta posee tecnologias de tipo
microbiolégico. Las tecnologias que se utilizan para potabilizar agua son:
adsorcion, filtracién, intercambio idnico y osmosis inversa. (Superintendencia de

servicios sanitarios. 2018).

Se proyecta que, al cabo de dos afios, y luego de haber realizado una integracion
tecnologica exitosa a la empresa, se amplié el mercado objetivo hacia plantas de
produccion de las regiones Metropolitana, O Higgins, Maule, Nuble y Los Lagos,
de las mismas sanitarias, ya que ESSBIO S.A. y Aguas San Pedro S.A poseen
concesiones en las mencionadas regiones y utilizariamos la experiencia de

trabajo que ya fue conocida por las sanitarias.

Durante el 2019, a nivel nacional, la capacidad maxima de produccion de agua
potable fue de 101.827 litros por segundo, abarcando un universo de mas de
cinco millones de clientes residenciales (viviendas) en 399 localidades. La
produccion se encuentra dividida en un 55,06% que corresponde a fuentes de
agua subterranea y el 44% a fuentes superficiales. El 1% restante corresponde a
agua de mar. El total de produccion de agua potable con respecto al 2018
aumento en un 2,93%, explicado fundamentalmente por el incremento de las
fuentes subterrdneas. La cobertura urbana de agua potable a nivel nacional en
los territorios concesionados se mantiene por sobre el 99,9%. A nivel pais, el total
de captaciones explotadas son de 1709. Dado lo anterior es de gran relevancia
producir agua potable, ya que es un elemento esencial para la vida, y ésta debe
ser calidad cumpliendo con los estandares minimos exigidos por la autoridad

sanitaria.

Por otro lado, como potenciales clientes, estan los sistemas de agua potable rural
(APR), en la actualidad existen cerca de 1.897 sistemas de APR, emplazados a
lo largo de todo el pais, los cuales abastecen a mas del 99% de la poblacion de
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zonas rurales concentradas, alcanzando a 1.740.639 habitantes. Sélo en la

region del Bio Bio hay 103.840 beneficiarios.

4.6 ldentificacion de dos 0 mas empresas asociadas
Las empresas asociadas al bionegocio Naturewaters Probiotics corresponden a:

OIKOS Chile LTDA. Es una empresa nacional formada en marzo del 2007, que
entrega un servicio de asesoria directa a productores y profesionales del mundo
agricola a fin de desarrollar un sistema conectado para el acondicionamiento de
los suelos con el uso de nutrientes y bioestimulacibn a través de
microorganismos. Posee 4 areas, agricola, forestal, ambiental y animal, en el
area ambiental vende productos probioticos tales como, OIKOSVERSAL AMB,
OIKOSVERSAL AG y OIKOSVERSAL PST para biorremediacion de lodos y
aguas residuales. EL 52% de sus importaciones corresponden a productos
probidticos desde SCD PROBIOTICS y un 48% de cafia de melaza, desde
Estados Unidos y Paraguay respectivamente. En los ultimos afios el total de
importaciones fue de US$ 222,605. Sus distribuidores son TSGChile, empresa
de mediciones odorificas, Cooprisem, Comercial LLANCANAO y Hortisur, todas
pertenecientes al area agricola. De acuerdo con el producto que OIKOS Chile
comercializa se considerara a esta empresa como entidad asociada, ya que han
desarrollado la tecnologia de fabricacién de probidticos a granel para su posterior
aplicacion al medio ambiente, se contactara en la fase de desarrollo del
consorcio. Una vez ya finalizado y probado el consorcio bacteriano en agua
contaminadas se ofrecera al producto obtenido para su posterior integracién en
la empresa a fin de que amplien el espectro de mercado ofreciendo este
consorcio para biorremediacion de agua naturales contaminadas, lo que
provocara un gran impacto en el mundo agricola y sanitario, creando un nuevo
nicho de negocio, para OIKOS Chile. Si bien en primera instancia esta empresa
se reconoci6 como un competidor, se asociara como aliado estratégico a

Naturewaters Probiotics.
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b) Probionature LTDA es una empresa nacional, creada en 2009 como un spin-off

de la Universidad de Concepcion. Formada por investigadores con amplia
experiencia en microbiologia y quimica, que a partir de sus proyectos de
investigacion lograron el aislamiento de cepas probidticas desde fuentes
autoctonas de Chile, con alto potencial de desempefio en distintas aplicaciones.
La empresa cuenta con uso exclusivo en aplicaciones de probidticos patentadas
y con diversos proyectos de I+D en desarrollo, que incluyen uso de probidticos
en dispositivos médicos y biofarmacos para humanos. Posee un total de ingresos
de $ US 1 millén. Esta empresa se contactara como aliado estratégico ya que
posee la tecnologia para el desarrollo de biomasa de manera industrial, siendo
una empresa clave en el proyecto, entrara en este proyecto en la etapa de
formulacion del consorcio, entregando las cepas que conforman el consorcio

comercializar de manera nacional.

SCD Probiotics es una empresa subsidiaria de Probiotics Holdings, desarrolla
biotecnologia innovadora, ecoamigable, y no contaminante con el medio
ambiente. Posee productos patentados cuyo campo de aplicacion es en plantas,
animales y personas. Los probioticos son fabricados utilizando microrganismos
beneficiosos ambientales mediante tecnologias de fermentacion patentadas.
SCD Probiotics ha invertido en la investigacion y el desarrollo de bacterias
beneficiosas desde 1998, ocupa el 1° lugar en Crunchbase Rank como empresa
innovadora, durante el 2020 el ingreso fue de US$ 20,8 millones. La asociacion
a esta compairiia es clave ya que participaria activamente en el desarrollo del
producto, utilizando su biotecnologia para la produccion de biomasa de bacterias
acido lacticas aisladas de agua natural desde cuerpos acuaticos nacionales,
debido a que sus tecnologias ya que se encuentran estudiadas y probadas de
manera exitosa ademas se afiade el gran nimero de compainiias distribuidoras a
nivel mundial con un total de 55 empresas. Dentro de etas compaiiias se
encuentra MesProbiotics, empresa espafiola que comercializa probioticos a nivel
europeo utilizando cepas madres provenientes de SCD Probiotics. Esto permitira

indirectamente que el consorcio nacional se conozca a nivel mundial, creando un
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nuevo nicho de distribucion que contara con una divulgacion indirecta a traves de
sus proveedores y asi se utilizaria el producto ofrecido para la biorremediacion

de un nuevo espectro de fuentes de captacion para potabilizacion.

4.7 Descripcion de la estrategia de masificacion.
Se realizara una alianza estratégica entre la Universidad San Sebastian (USS) y
la empresa Probionature LTDA, para la produccion de biomasa del consorcio de

probidticos. Su proceder se indica en la figura 7.

Probionature LTDA, brindara su experiencia en la produccién de biomasa a
escala industrial, apoyara en los ensayos de laboratorio y en el redisefio del
producto, todo en conjunto con la USS. Por su parte la USS apoyara con su
cuerpo de investigadores los que ayudaran en la estandarizacion, disefio y
ensayos de laboratorio. Las pruebas de campo las realizara la USS con el apoyo
de Probionature LTDA en lo que refiere a la composicion del consorcio. Luego de
obtenido el producto minimo variable (PMV), durante la fase de redefinicion, en
la estrategia de masificacion se realizaran los estudios de patentabilidad ante
INAPI o bien se determinara por solicitar una PCT como estrategia de
patentamiento. Los titulares estaran compuestos por la USS, y Probionature
LTDA, para ello se establecera un acuerdo mediante co-propiedad, que defina
los porcentajes de participacion, asi como la administracion y gestién que hacen

referencia a dichos derechos y/o acuerdos contractuales.

También se desarrollaran licencias no exclusivas de las cuales se transferiran los
derechos de hacer, usar, vender e importar, pero también se reserva el derecho
a conceder licencias a otros; Las oficinas de transferencia y licenciamiento
pertinentes de la USS-OTL, y si corresponde al area de patente de laboratorio
Probionature LTDA, seran las encargadas de administrar y gestionar los

derechos de propiedad intelectual tanto en Chile como en el extranjero.

55



/~ N\

Modelo de
negocios

Probionature
LTDA

e Universidad San

¢ Solicitud

Sebastian
e Investigacion, ensayos
y pruebas.

patente

e Licencias no
exclusivas

e Comercializacién
e Establecimiento marca

e Produccién de biomasa
e Estandarizacion de

*Vigilancia tecnologica metodos comercial y concepto
Paquetes *PMV Patentamiento e Escalamiento industrial
tecnologicos Propiedad e Ingresos y costos
intelectual

N

Desarrollo de un consorcio
de bacterias acido lacticas
para remocion de
contaminantes en el agua

Figura 7: Modelo representativo de la transferencia tecnoldgica.

4.8 Viabilidad econ6mica.

La viabilidad financiera se vera a través del flujo de caja, reflejando los flujos de
entrada como de salida, en un periodo de 5 afios. Uno de los factores incidentes
en el flujo es la inversion inicial, y la designacion del precio del producto, su

variabilidad temporal y proyeccién de venta.

4.8.1 Inversion inicial.

Este bionegocio sera llevara a cabo por el financiamiento con fondos
gubernamentales a través de CORFO o proyectos FONDEFF, por lo cual para el
afio 0 y afio 1 se dispondra de los montos para dar inicio al proyecto, ubicado en
la USS. Se consider6 como inversion inicial la adquisicion de insumos, materiales
y equipos de terreno y de laboratorio que no se dispone, para luego pasarlos a
costos variables. Por lo tanto, la inversion inicial para el desarrollo de
Naturewaters Probiotcis, contempla los primeros recursos que se necesitan para

dar inicio al bionegocio. Esta inversion contempla bienes a adquirir relacionados
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con la primera etapa del proyecto y puesta en marcha siendo indicados en la
Tabla 7.

Tabla 7: Inversion de bienes de capital fisico.

INVERSIONES

Bienes de capital fisicos S 11.139.500
Bienes de capital intangibles S 640.000
Gastos de puesta en marcha S 1.000.000

4.8.2 Ingresos

Actualmente en Chile existe 53 empresas sanitarias que logran un
abastecimiento de 99,7% de cobertura de servicios sanitarios, abarcando el afio
2019 un total de mas 16 millones de personas aproximadamente, el crecimiento
por abastecimiento es de alrededor de 2,17% anual, y para el 2019 el consumo
de agua potable fue de 162,5 L/habitante, de la cantidad de habitantes con
servicios sanitarios se espera como minimo un incremento del 0,6% anualmente,
de acuerdo a la cobertura de servicios sanitarios, es decir 96.000 habitantes. Por
otra parte, se espera que la demanda aumente un 35% con respecto al afio
anterior durante los 5 afios de funcionamiento del proyecto y el precio del
producto tenga un incremento del 5% anualmente. En la Tabla 8 se muestran los

ingresos esperados por cantidad vendida durante el funcionamiento del proyecto.

Tabla 8: Ingresos esperados del bionegocio en un plazo de 5 afios.

Variable/Periodo Ao 0 Ao 1 Afio 2 Ao 3 Ao 4 Afio 5
Cantidad (L) 0 0 6.269 8.464 11.426 15.425
Precio ($) 0 0 3.990 4.190 4.399 4.619

Total CLP (S) 0 0 25.014.693 35.458.327 50.262.178 71.246.637
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4.8.3 Flujo de caja

En la Tabla 9 se muestra el flujo de caja correspondiente a los 5 afios de
funcionamiento del proyecto dando a conocer una proyeccion de la utilidad
generada durante ese periodo de tiempo. Se proyecta un incremento de venta de
la cantidad de producto a partir del segundo afio de un 5%, por un periodo de 7
meses, con un acumulado anual de 35%, que se proyecto para los proximos 3
afos. La variacion anual del precio del producto es de 5%, fijando un precio inicial
de $3.990 para cada litro de producto. Se obtuvo un VAN (12%) de $ 16.221.952
con un TIR de 21,1 %. El retorno sobre la inversion (ROI) al final del periodo fue

de 383 %. El plazo de recuperacion (payback) es a los 4,30 afios.

Tabla 9: Flujo de caja con variacidn del precio de producto de 5% anual incremento de ventas en un 35% anual.

Items/ Afios Ao 0 Ao 1 Aiio 2 Ao 3 Ao 4 Ao 5
Ventas 0 25.014.693 35.458.327 50.262.178 71.246.637
EGRESOS

(-) Costos Variables

Produccion 0 62.693 169.272 342.777 616.998
(-) Gastos
Operacionales 6.740.000 9.681.700 9.681.700 9.681.700 9.681.700

(-) Gastos de
Administracion 8.100.000 7.800.000 7.800.000 7.800.000 7.800.000

(-) Gastos de
Marketing 0 9.480.000 9.480.000 9.480.000 9.480.000

EBITDA -14.840.000 -2.009.701 8.327.354 22.957.702 43.667.940

(-) Depreciacion y

Amortizacion 2.424.025 2.424.025 2.424.025 2.424.025 0
(-) Gastos
financieros 0 124.000 124.000 124.000 124.000

(=) Utilidad antes de
impuestos -12.415.975 538.324 10.875.379 25.505.727 43.791.940

(-) Impuestos 0 80.749 1.631.307 3.825.859 6.568.791

(=) Utilidad neta
(después de
impuesto) -12.415.975 457.575 9.244.072 21.679.868 37.223.149
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(+) Depreciacion y

Amortizacion 2.424.025 2.424.025 2.424.025 2.424.025 0
Inversion 12.139.500 0 640.000 0 0 0
Capital de Trabajo 21.381.700 -21.381.700

FLUJO NETO DE
CAJA -33.521.200 -9.991.950 2.241.600 11.668.097 24.103.893 58.604.849

Adicionalmente, simulando un peor escenario (Tabla 10), se analiz6 un nuevo
flujo de caja, el cual no incluyera la variacion del precio del producto y que el
aumento del volumen vendido alcance solo el 10% anual, obteniendo un VAN
(12%) de $ -24.246.939 con un TIR de -5,06 %, ROI de 95 % y un payback a los
5,20 afos.

Tabla 10: Flujo de caja sin variacion del precio de producto, incremento de ventas en un 10% anual.

Items/ Afios Ao 0 Ano 1 Ao 2 Afo 3 Ano 4 Afo 5
Ventas 0 22.430.730 24.673.803 27.141.183 29.855.301
EGRESOS
(-) Costos
Variables
Produccion 0 56.217 123.678 204.069 299.301
(-) Gastos
Operacionales 6.740.000 9.681.700 9.681.700 9.681.700 9.681.700

(-) Gastos de
Administracion 8.100.000 7.800.000 7.800.000 7.800.000 7.800.000

(-) Gastos de
Marketing 0 9.480.000 9.480.000 9.480.000 9.480.000

EBITDA -14.840.000 -4.587.188 -2.411.576 -24.586 2.594.300

(-) Depreciacion y

Amortizacion 2.424.025 2.424.025 2.424.025 2.424.025 0
(-) Gastos
financieros 0 124.000 124.000 124.000 124.000

(=) Utilidad antes
de impuestos -12.415.975 -2.039.163 136.449 2.523.439 2.718.300
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(-) Impuestos 0 -305.874 20.467 378.516 407.745
(=) Utilidad neta

(después de

impuesto) -12.415.975 -1.733.288 115.982 2.144.923 2.310.555
(+) Depreciacion y

Amortizacion 2.424.025 2.424.025 2.424.025 2.424.025 0
Inversion 12.139.500 0 640.000 0 0 0
Capital de Trabajo 21.381.700 -21.381.700
FLUJO NETO DE

CAJA -33.521.200 -9.991.950 50.737 2.540.007 4.568.948 23.692.255
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Naturewaters Probiotics es un producto natural y biotecnoldgico que se utiliza
para el retso de fuentes de captacion que se encuentran abandonadas o fuera
de uso, mejorando la calidad fisicoquimica del agua para potabilizacion. Como
consecuencia de su uso aporta a la disminucién de productos oxidantes
residuales en el agua potable lo que mejora la percepcion de los usuarios,
entregando confianza y seguridad en su uso. Industrialmente genera un gran
impacto, disminuyendo significativamente el presupuesto para inversiones de
prospeccion de nuevas fuentes de captacion y construccion de nuevas obras de
explotacion de agua. Su etiquetado manifiesta la sostenibilidad y armonia del
producto, transmitiendo este mensaje a los clientes, brindando una conviccion en

su adquisicion.

La diferencia fundamental y primordial de Naturewaters Probiotics, con los otros
productos de consorcios bacterianos del mercado, es que esta desarrollado por
una emulsién de BAL, debido a que su foco de aplicacion es para agua de
potabilizacion, que es clasificada como alimento y sélo se pueden utilizar
bacterias aptas para aquello, y las BAL cumplen con este requerimiento debido

a sus propiedades probidticas y no patogénicas.

La vigilancia tecnolégica arroj0 patentes que realizan mejoramiento en agua
residual, suelo y aguas naturales, sin embargo, algunos son consorcios de
microorganismos de diversos grupos taxondémicos, y no especificos para hierro

total, como es el caso del patentamiento que se realizara.

Gracias a la implementacion de la estrategia de posicionamiento por beneficios,
se permitio establecer los beneficios exclusivos del producto Naturewaters
Probiotics, y generar un acercamiento al cliente mediante el establecimiento del
concepto “Agua sana desde su captaciéon”, lo que favorece a su posicionamiento

en el mercado.
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e. En los escenarios que se describen en los estudios de flujo de caja, Tabla 9y

Tabla 10, existe una clara evidencia de que el primer afio de comercializacion del
probiético es clave para el flujo econdmico, por tal motivo es que los gastos en
marketing son primordiales durante la primera fase del proyecto en conjunto con
una variacion anual de precio, ambas variables convergen para que el proyecto
presente una rentabilidad tal que permita un plazo de recuperacion de la inversion
de 4,30 afios. En un escenario desfavorable, esto es, sin variacion del precio y
gue el incremento de las ventas no alcance valores sobre el 10%, ambos factores
impactarian considerablemente en el flujo econdmico, provocando una extension
en el plazo de recuperacion de la inversién a 5,20 afios lo que haria menos

atractivo el bionegocio.

Los procesos creativos poseen una gran relevancia para los bionegocios,
entregando una linealidad y ordenamiento de las ideas y la relacion con el cliente
objetivo, como fue el caso de la utilizacién de la metodologia del Desing Thinking
la que permitid incorporar el modelo de negocios Canvas y la transferencia

tecnologica como estrategia de negocio.
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