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RESUMEN 

La demanda actual de recursos naturales, cuyo fin es mantener el estilo de vida de la 

población mundial y la capacidad del planeta de asimilar los desechos generados, son 

los principales inconvenientes que afectan al ambiente y limitan las posibilidades de un 

desarrollo sostenible. Por lo tanto, se necesitan acciones para que el modelo 

productivo actual incorpore la etapa de recuperación, de modo tal que permita avanzar 

hacia un modelo circular. En la actualidad se generan millones de toneladas de 

residuos, que por su inadecuada gestión terminan impactando negativamente al 

ambiente. Sin embargo, reutilizarlos para la generación de elementos de interés 

biotecnológico se presenta como una alternativa interesante al ser económicos y 

ecológicos. En este contexto, el objetivo general del presente trabajo fue la utilización 

de residuos agroindustriales como potencial medio de cultivo de cepas de Bacillus 

clausii (conocidas por su utilización en productos farmacéuticos para la restauración 

de la microbiota intestinal) y su potencial uso en la elaboración de alimentos 

funcionales.  

Para realizar este trabajo se utilizaron esporas de cuatro cepas de B. clausii (O/C, N/R, 

T y SIN) obtenidas de un medicamento de venta libre, mediante su separación con 

antibióticos específicos. Las cepas se conservaron a 4 °C y se repicaron cada 7-10 

días durante el estudio. Se evaluó la actividad proteolítica de los cultivos de las cuatro 

cepas y de sus sobrenadantes libres de células, mediante el agar Davis y leche 

descremada al 3%. Se detectó halo de hidrólisis alrededor de las colonias para las 

cepas O/C, N/R y T después de 24 h de incubación a 37 °C. La fermentación de 

maltosa y lactosa se determinó en caldo nutritivo con la adición de púrpura de 

bromocresol azida (indicador de pH), incubando las cepas durante 48 h a 37 °C. Las 

cepas O/C, N/R y SIN fermentaron los disacáridos, exhibiendo su potencial para la 

utilización en los residuos agroindustriales (suero lácteo y hot trub). 

Se evaluó el crecimiento de las cuatro cepas en suero lácteo y hot trub, neutralizados, 

centrifugados y esterilizados, incubándolas durante 6 días a 37 °C y monitoreando la 

viabilidad cada 48 h. Ambos residuos resultaron aptos para el crecimiento de todas las 

cepas de B. clausii, mostrando potencial para ser utilizados eficazmente como medios 

de cultivos económicos y accesibles. 

Los sobrenadantes libres de células de las cuatro cepas se evaluaron mediante el 

ensayo de difusión en placa para la determinación de actividad antimicrobiana contra 

Listeria innocua ATCC 33090 y L. monocytogenes Scott A. No se detectó actividad 

antilisteria en ninguna de las cepas evaluadas bajo las condiciones utilizadas.  
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Se preparó una matriz con músculo de pez gallo (Callorhinchus callorynchus), almidón 

y levadura, inoculada con bacterias ácido lácticas previamente seleccionadas y las 

cepas de B. clausii. Se incubaron durante 7 días a 18 °C, tomando muestras para 

evaluar su viabilidad al inicio, a los 3 días y al final del ensayo. Los resultados del 

estudio demostraron que las cepas O/C, SIN y T pueden sobrevivir y proliferar en la 

matriz ensayada. En consecuencia, en el presente estudio se demostró que ciertas 

cepas de B. clausii pueden sobrevivir y proliferar en matrices de fermentación a base 

de pescado, lo que sugiere un potencial prometedor para la incorporación de estos 

probióticos en productos pesqueros. 
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INTRODUCCIÓN  

La preservación del ambiente constituye uno de los principales desafíos para los 

países y sus ciudadanos, especialmente al enfrentar los serios problemas de 

contaminación y deterioro ambiental que actualmente padecemos, tras años de 

explotación de los recursos naturales, particularmente desde la revolución industrial 

(Carson, 1962; Meadows et al., 1972). 

El desarrollo sostenible tiene sus raíces en el crecimiento global sin precedentes que 

se ha observado desde la segunda mitad del siglo XX. Aunque este crecimiento ha 

permitido avances sociales significativos en algunas regiones del mundo, también ha 

acarreado efectos ambientales muy negativos. Además, se deben considerar diversos 

desastres ambientales (como el escape de la fábrica de plaguicidas de Bhopal y el 

accidente de la central nuclear de Chernobyl), así como eventos económicos y 

políticos (como la segunda crisis del petróleo), que ocurrieron desde principios de la 

década de 1970 hasta mediado de los años 80 (Guha, 2000).  

La economía circular es un concepto que se interrelaciona con el desarrollo sostenible 

y cuyo objetivo es que el valor de los productos, los materiales y los recursos se 

mantengan en la economía durante el mayor tiempo posible. De esta forma, se reduce 

la generación de residuos al mínimo y se cierra su ciclo de vida, de modo tal que los 

residuos no sean vistos como desecho sino como recursos (De Miguel et al., 2021). 

Residuos agroindustriales: su aprovechamiento 

Los residuos agroindustriales se han transformado en un foco de atención a nivel 

mundial, debido a que parte de sus constituyentes pueden ser empleados como 

materia prima para generar productos de interés (Capanoglu & Tomás-Barberán, 

2022). Al utilizar residuos se promueve la economía circular y se minimiza el impacto 

ambiental asociado a su disposición final (Awasthi et al., 2022). La importancia de 

desarrollar bioprocesos de bajo costo utilizando residuos como materias primas radica 

en la búsqueda de alternativas sostenibles y económicamente viables en la industria. 

Estos desechos se generan en grandes volúmenes durante el procesamiento y 

fabricación de alimentos y bebidas, representando un desafío para su gestión y la 

sostenibilidad ambiental (Mathias et al., 2015). Debido a su alta concentración de 

materia orgánica, pueden causar daños severos a los ecosistemas si no se manejan 

adecuadamente. La descomposición anaeróbica de esta materia orgánica libera gases 

de efecto invernadero como el metano, y contaminan el suelo y las fuentes de agua a 

través de la lixiviación de nutrientes y compuestos tóxicos. Sin embargo, ciertos 
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residuos agroindustriales, como los generados por las industrias pesquera, láctea y 

cervecera, se presentan como las mejores opciones para su utilización como sustratos 

en la producción de elementos de interés biotecnológico, debido a que son 

económicos y amables con el ambiente (Kaur & Gupta, 2017). En consecuencia, la 

gestión adecuada de estos desechos agroindustriales no solo mitiga su impacto 

ambiental, sino que también puede transformar estos residuos en recursos valiosos, 

promoviendo un enfoque circular en la economía agroindustrial. 

En el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCh), con sus 18.000 ha bajo riego, es una de 

las regiones productivas más importantes de la Patagonia (Diaz et al., 2021). En el 

VIRCh se desarrollan distintas actividades agroindustriales que producen desechos 

que podrían ser utilizados en la producción de subproductos, como es el caso del 

lactosuero, los desechos cerveceros y descartes pesqueros. 

Lactosuero 

En la industria, los principales procesos contaminantes son los de elaboración de 

queso con la consecuente producción de lactosuero; crema y mantequilla por la 

mazada o mezcla de agua y suero producto del lavado de esta. Anualmente entre 100-

115 millones de Tm de lactosuero son producidas a nivel mundial debido a la 

elaboración de quesos (González Cáceres, 2012). Argentina posee un desarrollo 

histórico en la producción lechera y derivados, superando los volúmenes requeridos 

para satisfacer la demanda interna, y donde la industria esta principalmente 

concentrada en Santa Fe, Córdoba y Buenos Aires (González Cáceres, 2012; Bargo, 

2016). Se producen 36.508 millones de litros de leche, que se traducen en 

aproximadamente 4.095 millones de litros de suero por año (INTI, 2023).  

El lactosuero, o suero lácteo, es el líquido que se separa de la leche durante la 

coagulación para producir queso y contiene todos los componentes de la leche que no 

se integran en la caseína coagulada. Se estima que por cada 10 litros de leche de 

vaca se pueden obtener entre 1 y 2 kg de queso y aproximadamente de 8 a 9 kg de 

suero (Valencia Denicia et al., 2009). Representando alrededor del 90% del volumen 

de la leche, el suero incluye la mayor parte de los compuestos hidrosolubles, el 95% 

de la lactosa, el 25% de las proteínas y el 8% de la grasa láctea. Su composición varía 

según el origen de la leche y el tipo de queso producido, pero en general contiene 

aproximadamente un 93,1% de agua, un 4,9% de lactosa, un 0,9% de proteína cruda, 

un 0,6% de minerales (cenizas), un 0,3% de grasa, un 0,2% de ácido láctico y 

vitaminas hidrosolubles (Ramírez-Navas, 2012). Alrededor del 70% de la proteína 

cruda presente en el suero consiste en proteínas con un valor nutritivo superior al de la 
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caseína, como β-lactoglobulina, α-lactoglobulina, inmunoglobulinas, proteosa-peptonas 

y enzimas nativas (González Siso, 1996; González Cáceres, 2012). Los porcentajes 

anteriores nos indican el enorme desperdicio de nutrientes en la fabricación del queso, 

los cuales pasan a formar parte de las aguas residuales si se descargan sin 

tratamiento previo, convirtiéndose en un foco contaminante. Se estima que la 

transformación de 100.000 litros/día en quesos produce una contaminación 

equivalente a una población de 55.000 a 65.000 habitantes. Pol ello debería evaluarse 

una revisión de la potencialidad del uso del suero, a partir de sus componentes 

(González Cáceres, 2012). La mayor parte del suero es utilizada en alimentación 

animal, transformado como derivados de lactosa, producción de suero en polvo para 

suplementación alimentaria y una muy baja proporción es tratada como efluente 

(Valencia Denicia et al., 2009). 

Residuos cerveceros 

La producción de cerveza es otra fuente de desechos agroindustriales, y la 

mismaostenta la mayor tasa de consumo entre las bebidas alcohólicas a nivel mundial, 

registrándose aproximadamente 177,5 billones de litros en el 2020 (Santacruz-Salas et 

al., 2023). En Argentina se presenta un fenómeno de aumento en la producción 

cervecera, en consonancia con una diversificación del mercado de la cerveza 

artesanal a nivel mundial, observándose una tasa de crecimiento anual del 30% 

(Colino et al., 2017). Según datos del Centro de Cata, posteriormente chequeados con 

proveedores de levadura y malta (Colino et al., 2017), en 2015 se produjeron 16 

millones de litros de cerveza artesanal, tres millones más que en 2013 y, si bien no se 

conoce la composición de sus actores con claridad, diversos informes hablan de la 

existencia de 1.200 microproductores y 400 micro y pequeñas cervecerías en todo el 

país (Winkelman et al., 2019). En la Patagonia hay registro de 200 cervecerías, y 42 

de ellas se encuentran en la Provincia de Chubut (Colino et al., 2017; Winkelman et 

al., 2019). 

Durante el proceso de elaboración, se generan residuos sólidos y líquidos, entre los 

que encontramos el bagazo de malta, producido durante la molienda de los granos; la 

levadura residual, generada durante el proceso de fermentación y la biomasa residual 

microbiana y el mosto producido. Por otra parte, el hot trub (turbio caliente) es un 

subproducto del proceso de hervido en la fabricación de cerveza, caracterizado por su 

alta concentración de humedad, estimada en 86,8% y su rica composición de materia 

orgánica, compuesta entre 50-70% de proteínas, 10-20% de sustancias amargas no 

isomerizadas procedentes del lúpulo, 5-10% de polifenoles, 4-8% de carbohidratos, 3-

5% de minerales y entre 1 a 2% de ácidos grasos (Santacruz-Salas et al., 2022). 
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Se estima que, por cada 100 litros de cerveza elaborada, se producen entre 14-20 kg 

de bagazo, 0,2-0,4 litros de turbio caliente y 1,5-3 kg de levadura que, considerando 

únicamente a la producción de China, Estados unidos y Brasil se producen 143 

millones de kg de bagazo, 2,5 millones de litros de turbio caliente y 19 millones de kg 

de levadura residual (Mathias et al., 2017). 

La mayor parte de los residuos cerveceros son utilizados en agricultura, sin embargo, 

debido a su rica composición en materia orgánica presenta un alto potencial para ser 

empleados en diversos bioprocesos industriales. Su contenido de proteínas y azúcares 

lo hace adecuado para su aplicación en la producción de biogás, extracción de 

diversos compuestos, compostaje y otros procesos de valorización de residuos 

orgánicos (Mathias et al., 2017; Poladyan et al., 2019; Radosavljević et al., 2019).  

Residuos pesqueros 

En la mayoría de las pesquerías en el mundo generan capturas incidentales, aunque 

algunas se destacan por presentar mayores porcentajes de bycatch. A nivel global, las 

pesquerías de arrastre de camarón y langostino son consideradas las más 

problemáticas (Gillett, 2008; Kelleher, 2008). Esto se debe a que se utiliza un tamaño 

de malla relativamente pequeño para optimizar la operación y tiene como 

consecuencia un mayor porcentaje de capturas incidentales que son descartadas 

(Kelleher, 2008). 

Se denomina captura incidental o bycatch a la captura de especies animales de tallas 

no comerciales o que no son objetivo de la pesquería, y que representa actualmente 

uno de los problemas más importantes que debe abordar la gestión pesquera 

(Kelleher, 2008; Góngora, 2011). La captura incidental y el descarte pesquero (parte 

de la captura que no es aprovechada o arrojada al mar por diversas razones) se 

consideran un desperdicio inaceptable moralmente (Kelleher, 2008). Esta práctica va 

en contra de una gestión responsable y del uso sostenible de los recursos marinos 

(Kelleher, 2008).  

El Ministerio de Producción de la Provincia del Chubut informó que tanto la Provincia 

del Chubut, como la Patagonia Argentina, en su conjunto forman parte de uno de los 

ecosistemas marinos y de agua dulce más importantes del mundo. Con un litoral 

marítimo de 1.200 km2, el sector pesquero es un pilar fundamental para el desarrollo 

económico, tanto provincial como nacional 

(http://www.produccion.chubut.gov.ar/productosdemar).  

En la Provincia de Chubut se desarrollan dos importantes pesquerías industriales de 

arrastre de fondo: la pesquería de langostino (Pleoticus muelleri), de alto valor 
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económico; y la pesquería de merluza (Merluccius hubbsi), de alto valor ocupacional 

(Góngora et al., 2012). En estas pesquerías participan tres tipos diferentes de flota: 

una flota tangonera congeladora que es responsable de más del 70% de los 

desembarques de langostino en Argentina y su área de operación es el Golfo San 

Jorge y aguas adyacentes. Una flota fresqueros de altura cuya principal especie 

objetivo es la merluza común, pero ocasionalmente se dirige al langostino en el Golfo 

San Jorge (Góngora et al., 2012; Bovcon et al., 2013) y una flota costera que opera en 

el Puerto Rawson (Ruibal Nuñez et al., 2016) que tiene como especie objetivo el 

langostino y la merluza. Esta última flota es una histórica pesquería costera de arrastre 

en la Provincia del Chubut y opera dentro de la plataforma continental patagónica 

(Ruibal Nuñez et al., 2016). Desde Puerto Rawson también se ha desarrollado una 

pesquerías de pequeña escala dirigida al camarón (Artemesia longinaris), que es la 

única especie explotada de la familia Penaeidae procedente de aguas de Bahía 

Engaño en la Provincia del Chubut (Soutric et al., 2016). 

El aprovechamiento de la fauna acompañante de una pesquería se ve afectada por la 

especie objetivo. Bovcon et al. (2013) observaron un aprovechamiento entre el 50% y 

el 60% de los taxones capturados en la pesquería de merluza común. Por el contrario, 

Soutric et al. (2016) detectaron un aprovechamiento del 20% de las capturas 

acompañantes, entre ellas el pez gallo (Callorhinchus callorynchus) en la pesca del 

langostino. Si bien esta especie no posee un valor comercial de exportación y su 

consumo es regional, posee importantes características desde el punto de vista 

nutricional. Contiene proteínas de alto valor biológico, vitaminas A y D; minerales como 

yodo, zinc, fósforo y selenio; y ácidos grasos EPA y DHA, los cuales tienen funciones 

cardio y neuroprotectoras (Secretaría de Agroindustria, Ministerio de Producción y 

Trabajo, Presidencia de la Nación, 2014).  

Microrganismos probióticos 

Los probióticos son “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades 

adecuadas, confieren un beneficio para la salud del hospedador”. Esta definición fue 

publicada conjuntamente por la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 

año 2001, desde entonces, ha sido la más aceptada en todo el mundo (Ghelardi et al., 

2022; Giua et al., 2024). En el año 2014 fue revisada y confirmada en una declaración 

de consenso por la Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos.  

Los productos identificados como probióticos están compuestos principalmente por 

bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Elshaghabee 
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et al., 2017; Acosta- Rodríguez-Bueno et al., 2022), miembros habituales de la 

microbiota intestinal endógena (Saarela et al., 2002). 

Bacterias Acido Lácticas  

Las Bacterias Acido Lácticas (BAL) comprenden un diverso grupo de microorganismos 

Gram positivos, no formadores de esporas, catalasa negativos, con morfología de 

cocos, cocobacilos, bacilos de longitud variable, inmóviles, con bajo contenido de 

guanina-citosina (G+C). Las BAL son anaerobias facultativas o aerotolerantes, 

capaces de fermentar carbohidratos para producir energía y ácido láctico. La mayor 

parte de las BAL pertenecen al Phylum Firmicutes, orden Lactobacillales; mientras que 

el resto corresponden al Phylum Actinobacteria (alto contenido de G+C), orden 

Bifidobacteriales, cuyo principal representante es el género Bifidobacterium. Los 

géneros Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus y Weissella son los más frecuentes en la fermentación de los alimentos 

(Mokoena, 2017). Sin embargo, recientemente se propuso fusionar Lactobacillaceae y 

Leuconostocaceae en una sola familia Lactobacillaceae y el género Lactobacillus se 

reclasificó en 25 géneros (Zheng et al., 2020). 

Cuando se consideran las fermentaciones de alimentos (a diferencia de las 

fermentaciones alcohólicas que involucran levaduras), las BAL son las principales 

responsables de muchas de las transformaciones que se producen en los alimentos 

fermentados más comunes. Estas bacterias son utilizadas en la industria alimentaria, 

no solamente por su habilidad de acidificar y preservar alimentos, sino también por su 

influencia en la textura, sabor, olor y desarrollo de aroma en los alimentos fermentados 

(Parra Huertas, 2010). 

Genero Bacillus 

El género Bacillus se encuentra estrechamente relacionado con el género 

Lactobacillus, e incluye especies grampositivas en forma de bastón, formadoras de 

esporas y capaces de vivir en condiciones aeróbicas o anaeróbicas facultativas. Entre 

estas especies se encuentran B. coagulans, B. subtilis, B. licheniformis, B. indicus y B. 

clausii (Acosta- Rodríguez-Bueno et al., 2022).  

Bacillus clausii como probióticos 

B. clausii es una bacteria probiótica Gram positiva, aeróbica, formadora de esporas y 

con forma de bastón, resistente a los ácidos y capaz de colonizar el intestino (Paparo 

et al., 2020). 
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Las cepas de B. clausii han sido utilizadas simultáneamente con antibióticos para 

minimizar los efectos secundarios gastrointestinales que provoca el tratamiento con 

estos medicamentos (Nista et al., 2004). Un claro ejemplo son las cepas probióticas de 

B. clausii: O/C, N/R, SIN, T, que son comercializadas como medicamento de venta 

libre, que son bien tolerados y se han utilizado en humanos durante varias décadas 

(Abbrescia et al., 2014). Estas cuatro cepas derivadas de una única cepa resistente a 

la penicilina, (B. subtilis ATCC 9799), fueron inicialmente clasificados como B. subtilis 

hasta su reclasificación como B. clausii en 2001 por Senesi et al. (Ghelardi et al., 

2022). 

Sus características clave para garantizar un paso seguro a través del tracto 

gastrointestinal humano sin pérdida de viabilidad son: capacidad de formar esporas, 

tolerancia al ácido, al calor y a la sal (Ghelardi et al., 2022), además de propiedades 

funcionales como la actividad antimicrobiana e inmunomodulación (Urdaci et al., 

2004). 

Recientemente, Vecchione et al. (2018) determinaron que las esporas de las cepas de 

B. clausii (O/C, N/R, SIN y T) pueden mantenerse viables durante al menos 120 

minutos en fluidos gástricos simulados, en contraste con la mayoría de los otros 

probióticos estudiados, que mostraron una reducción significativa en su viabilidad 

después de 30 minutos de exposición. Además, estas cepas de B. clausii fueron las 

únicas que pudieron reproducirse después de 240 minutos de exposición a líquidos 

intestinales simulados, destacándose frente a otros probióticos que experimentaron 

una disminución notable en su viabilidad en el mismo periodo (Vecchione et al., 2018). 

Estos hallazgos sugieren que las cepas de O/C, N/R, SIN y T poseen características 

que les permiten colonizar efectivamente el tracto gastrointestinal. 

Dentro de las propiedades fisiológicas de B. clausii se destaca su resistencia a 

antibióticos. Sin embargo, para que esta resistencia (intrínseca o natural) sea 

considerada un atributo de seguridad positivo de un probiótico, es crucial demostrar 

que no puede transferirse a otras bacterias (resistencia adquirida). Esto se alinea con 

las directrices para la evaluación de probióticos en alimentos de la FAO y la OMS 

(FAO/OMS, 2002) y permite su uso concomitantemente con un tratamiento con 

antibióticos (Ghelardi et al., 2004). Las células vegetativas de las cepas O/C, N/R, SIN 

y T muestran resistencia intrínseca variable a diferentes antibióticos, entre los que se 

destacan el cloranfenicol, rifampicina, estreptomicina y tetracilina, entre otros 

(Abbrescia et al., 2014). 
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Bacillus en la cría de animales 

Desde la década de 1960, la producción ganadera global ha incrementado 

considerablemente, como resultado directo del crecimiento de la población mundial y 

el aumento de la demanda de alimentos (Mingmongkolchai & Panbangred, 2018).  

El uso de probióticos en la alimentación de ganado terrestre (pollo, cerdo, vaca) y 

acuático (cangrejos, camarones) ha crecido notablemente en los últimos diez años, 

debido a su asociación con la disminución de enfermedades y la mejora del 

rendimiento animal (Mingmongkolchai & Panbangred, 2018).  

Se han realizado diversas investigaciones que han evidenciado que las esporas de 

Bacillus pueden germinar en el intestino delgado (Cartman et al., 2008), actuando 

beneficiosamente en los animales anfitriones mediante mecanismos metabólicamente 

activos, tales como la secreción de sustancias antimicrobianas y la competencia con 

bacterias patógenas por nutrientes esenciales (Duc et al., 2004). 

Los probióticos se han utilizado en la producción avícola, especialmente en polluelos 

durante sus primeras etapas de vida, ya que nacen con un intestino estéril. Esta 

suplementación con probióticos restaura la microbiota intestinal protectora y facilita la 

competencia exclusiva. Alimentar a las aves con cepas probióticas de Bacillus no solo 

suprime la colonización de patógenos intestinales, sino que también puede mejorar la 

conversión alimenticia y el aumento de peso, así como la digestibilidad de los 

nutrientes y la capacidad de absorción del intestino delgado (Mingmongkolchai & 

Panbangred, 2018). Al igual que las aves de corral, los cerdos recién nacidos tienen 

un intestino estéril y adquieren su flora característica mediante el contacto con su 

madre y el ambiente. Los estudios de Kenny et al. (2011) y Kyriakis et al. (1999) 

demostraron que la administración de Bacillus a lechones destetados reducía la 

incidencia y gravedad de la diarrea, además de provocar una mejora en la conversión 

alimenticia y el aumento de peso.  

A diferencia de los animales de granja terrestre que experimentan un desarrollo 

embrionario dentro de un amnios, las formas larvales de casi todos los animales 

acuáticos se liberan al ambiente externo en una etapa ontogenética temprana. 

También interactúan constantemente con patógenos oportunistas, que son una de las 

principales causas de mortalidad y pérdidas económicas en la acuicultura, a través de 

los procesos de osmorregulación y alimentación. Por lo tanto, se requieren 

tratamientos con probióticos durante las etapas larvarias para una mejora óptima de la 

microbiota intestinal autóctona (Mingmongkolchai & Panbangred, 2018). 
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Numerosos trabajos de investigación han demostrado que la aplicación de probióticos 

mejora la utilización del alimento y la tasa de crecimiento en varios peces 

ornamentales (Sahandi et al., 2013; Lakshmi et al., 2017). Aunque el mecanismo 

exacto por el cual los probióticos estimulan el crecimiento de los peces no está 

completamente dilucidado, las investigaciones indican que el consumo de probióticos 

aumenta la actividad de las enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal, mejorando 

así la utilización de nutrientes y la digestión (Lakshmi et al., 2017). Otros estudios han 

informado que la presencia de cepas probióticas mejora las condiciones de 

crecimiento al equilibrar la microbiota intestinal y reducir la flora patógena, lo que 

acelera la absorción de alimentos (De Angelis et al., 2006). 

El concepto de formulación de alimento funcional a base de probióticos para peces y 

camarones abre un nuevo paradigma para que la industria acuícola aumente el 

rendimiento y las ganancias de manera sostenible (Ochoa-Solano & Olmos-Soto, 

2006). 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el crecimiento y desarrollo de B. clausii en subproductos provenientes de la 

industria alimentaria y su inclusión en el desarrollo de potenciales alimentos a base de 

subproductos para uso animal. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Aislar las cepas de B. clausii provenientes de suplementos farmacéuticos 

empleando medios selectivos y diferenciales. 

2) Estudiar la utilización de carbohidratos y actividad proteolítica de los 

aislamientos de B. clausii. 

3) Evaluar el crecimiento y desarrollo de los microorganismos en residuos 

provenientes de la industria láctea y cervecera. 

4) Determinar la actividad antagonista contra cepas patógenas de alimentos en 

medio comercial. 

5) Realizar un prototipo de alimento en base a músculo de pescado, fermentado 

con cepas de B. clausii y BAL previamente seleccionadas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico 

El presente trabajo se realizó en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnología 

Bacteriana (LBB) que dispone la Cátedra de Biología Celular y Molecular de la 

Facultad de Ciencia Naturales y Ciencias de la Salud (FCNyCS) de la Universidad 

Nacional de la Patagonia San Juan Bosco de la ciudad de Trelew en la Provincia del 

Chubut.  

Los microorganismos que se utilizaron durante los ensayos se obtuvieron de un 

medicamento de venta libre, que se presenta como una suspensión de esporas de 

cuatro cepas de B. clausii comercializado en Argentina como Enterogermina®. 

Además, se utilizaron las cepas Lactiplantibacillus plantarum AKTw180 y Leuconostoc 

mesenteroides spp. jonggajibkimchi RCTw1.1 provenientes de fermentaciones 

espontáneas de brasicáceas (akusai y repollo colorado, respectivamente) (Parada et 

al., 2023). 

Aislamiento de las cepas 

En el inicio de la experiencia se inoculó una ampolla de 5 ml del producto farmacéutico 

que contiene aproximadamente 2*109 esporas de B. clausii (especie promotora de la 

restauración de la microbiota intestinal) en caldo nutritivo (Britania, Argentina) y se 

dejó incubar durante 4 h a 37 ºC. Posteriormente, el aislamiento de las cuatro cepas 

presentes en la suspensión se realizó mediante un cultivo sólido compuesto por 

extracto de carne (Britania, Argentina) al 1% m/v, peptona (Britania, Argentina) al 1% 

m/v, extracto de levadura (Britania, Argentina) al 0,5% m/v y agar (Biokar, Francia) al 

1,5%. Los medios de cultivo se suplementaron con distintas concentraciones de 

cloranfenicol (Sigma-Aldrich), rifampicina (Sigma-Aldrich), estreptocimicina (Sigma-

Aldrich) y tetraciclina (Sigma-Aldrich) según lo propuesto por Abbrescia et al. (2014).  

Con el propósito de obtener aislamientos puros, se realizaron repiques sucesivos en 

medios de cultivos suplementados con la concentración máxima de los antibióticos 

antes mencionados, según lo recomendado para su aislamiento. Posteriormente, se 

realizó la prueba de catalasa y coloración de Gram para su identificación preliminar.  

Una vez obtenidos los aislamientos, las cepas se conservaron en placa de Petri y en 

pico de flauta a 4 °C en el cepario del Laboratorio de Biotecnología Bacteriana 

FCNyCS (Sede Trelew) como parte de la colección. Las cepas se repicaron cada 7-10 

días para el mantenimiento de la viabilidad. 



 

 
 

18 

Hormaeche Agustina, 2024 

Actividad proteolítica 

Para el ensayo de actividad proteolítica se utilizó el medio base Davis (Difco, EEUU), 

suplementado con 1,5% de agar y 3% m/v de leche descremada (Nestlé, Suiza), 

según lo propuesto por Phyu et al. (2015). Se repicaron cada una de las cepas 

aisladas en este medio y se incubaron durante 24 h a 37 °C.  

Paralelamente, todas las cepas conservadas se repicaron en caldo nutritivo e 

incubaron durante 24 h a 37 °C. Pasado el tiempo, los cultivos se centrifugaron a 

12000 g durante 2 min, obteniéndose el sobrenadante libre de células (SLC) para la 

determinación de la actividad proteolítica. Posteriormente se tomaron 50 µl del SLC de 

cada cepa y se sembraron en pocillos realizados con un sacabocados estéril en agar 

Davis. Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C.  

Se consideró como resultado positivo la presencia de un halo de hidrólisis alrededor 

de la siembra de las colonias y/o SLC. 

Utilización de carbohidratos 

La utilización de carbohidratos se evaluó utilizando un caldo nutritivo suplementado 

con 0,5% m/v de maltosa y lactosa (Merck, Alemania) y púrpura de bromocresol azida 

como indicador del proceso fermentativo. Luego se sembró cada una de las cepas y 

se incubó durante 48 h a 37 °C.  

Utilización de residuos agroindustriales para el cultivo de B. 

clausii  

Se evaluó el crecimiento de las cepas de B. clausii utilizando desechos de las 

industrias queseras y cerveceras de la comarca VIRCh-Valdés. Para este fin, se 

empleó el suero ácido de quesería y hot trub (turbio caliente) proveniente de la 

elaboración de cerveza. Todos los medios se neutralizaron a pH 6,5-7 utilizando NaOH 

(0,5 M), se centrifugaron a 8000 g durante 2 min con el objetivo de eliminar los 

precipitados y se esterilizaron. Posteriormente se inocularon al 1% v/v con cultivos 

over-night de las cepas conservadas y se incubaron durante 6 días a 37 ºC.  

Con el propósito de evaluar la viabilidad, se realizaron repiques de cada una de las 

cepas sembradas en los distintos residuos cada 48 h, para su posterior incubación en 

agar nutritivo a 37°C durante 48 h. 

Evaluación de la actividad antimicrobiana 

Las cepas de B. clausii conservadas se repicaron se repicaron en el medio descripto 

en la sección aislamiento de las cepas y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar la fase 
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estacionaria. Luego del período de incubación, los cultivos se centrifugaron a 8000 g 

durante 2 min, posteriormente los SLC se almacenaron a -30 ºC hasta su uso.  

Los SLC de las cepas se emplearon en el ensayo antimicrobiano que se realizó por el 

método de difusión en placa (Vallejo et al., 2013). Se colocaron 50 μl de SLC en 

pocillos (6 mm de diámetro) practicados en placas de agar tripticasa soja (TS) 

(Britania, Argentina), sembrados previamente con 50 μl de un cultivo over-night (0.5 de 

la escala Mc Farland) de Listeria innocua ATCC 33090 y L. monocytogenes Scott A, 

pertenecientes al Cepario del LBB. Las placas se mantuvieron a 4 °C durante 2 h y 

luego se incubaron a 30 °C durante 24 h. 

Prototipo de alimento funcional en base a músculo de pescado 

Se realizó una matriz de fermentación (ensilado biológico) compuesta por 79% de 

músculo procesado de pez gallo (Callorhinchus callorynchus), 20% de almidón 

(Anedra, Argentina), 1% de levadura comestible (TITÁN, Francia). Se preparó un total 

de 700 g y se mezclaron los componentes hasta su homogenización.  

Una vez lista la matriz, se inocularon al 1% con cultivos over-night de las cepas L. 

plantarum AKTw180 y L. mesenteroides spp. jonggajibkimchi RCTw1.1 pertenecientes 

al LBB. Para tal fin, los cultivos se centrifugaron a 2000 g durante 15 min y se 

realizaron dos lavados con agua destilada (AD) estéril. El pellet obtenido fue 

resuspendido en el mismo volumen de AD estéril para su inoculación en la matriz.  

Posteriormente se fraccionó la matriz en 8 frascos de 80 g (tal como se observa en la 

Figura 1), los cuales se inocularon con 4 ml de cada una de las cepas de B. clausii 

viables, realizando el mismo tratamiento de lavado mencionado anteriormente. Cada 

frasco se rotuló y mezcló con espátula, posteriormente se incubaron durante 7 días a 

18 °C. Se tomaron muestras al inicio de la experiencia (T0), a los tres días (T3) y al 

final del ensayo (T7).  

 
Figura 1: Separación de la matriz de fermentación inoculadas con cada una de las cepas viables. 
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Cada una de las muestras recolectadas se resuspendieron en AD estéril, se 

sembraron en placas de Petri y se incubaron durante 48 h a 37 °C con el propósito de 

evaluar su viabilidad. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se utilizó un producto médico de venta libre, constituido por una 

suspensión de esporas de cuatro cepas de B. clausii, denominadas O/C, N/R, SIN y T, 

sin poder patógeno. Este producto se utiliza para el tratamiento y profilaxis de disbiosis 

intestinal (alteraciones de la microbiota intestinal) producida por tratamiento antibiótico 

o quimioterápico, infecciones intestinales, alteraciones en la dieta, desórdenes 

gastrointestinales agudos y crónicos en lactantes, etc. 

Para corroborar la separación de las cuatro cepas se realizaron repiques, utilizando 

medios individuales suplementados con la máxima concentración de los antibióticos 

cloranfenicol, estreptomicina, rifampicina y tetraciclina donde se detectó crecimiento 

(Abbrescia et al., 2014), según se detalla en la Tabla 1 y como se puede observar en 

la Figura 2. Los resultados obtenidos demuestran que la separación de las cepas de B. 

clausii utilizando distintos antibióticos fue efectiva, y de ese modo se pudieron realizar 

los ensayos posteriores con cada uno de los microorganismos aislados y conservados. 

Tabla 1: Resultados del ensayo de purificación de cepas 

Concentración máxima O/C N/R SIN T 

100 µg/ml Cloranfenicol + - - - 

60 µg/ml Rifampicina - + - - 

600 µg/ml Estreptomicina - - + - 

32 µg/ml Tetraciclina - - - + 

 + = Se observa crecimiento; - = No se observa crecimiento. 

En la selección de cepas bacterianas para uso en la industria alimentaria, la 

resistencia a antibióticos, producción de toxinas y/o factores de virulencia, son criterios 

fundamentales a evaluar. En Europa, de acuerdo con el enfoque de Presunción 

Cualificada de Seguridad (QPS) establecido por la Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria (EFSA, 2008), se debe evaluar la presencia de cualquier determinante de 

resistencia a antibióticos en los microorganismos candidatos antes de ser aprobados 

para su uso. Por lo tanto, la resistencia a los antibióticos en sí misma no constituye un 

problema de seguridad; solo se convierte en uno si existe riesgo de transferencia 

(Gueimonde et al., 2013). 

Varios estudios han demostrado que no ocurre la transferencia horizontal de 

resistencia a antibióticos desde B. clausii hacia microorganismos patógenos 

(Bozdogan et al., 2003; Bozdogan et al., 2004; Galopin et al., 2009). Por lo tanto, la 

resistencia a antibióticos de B. clausii no se percibe como un rasgo negativo. 
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Figura 2: Medios individuales suplementados con la máxima concentración de antibiótico en la que se 
detectó el crecimiento. En la imagen a la izquierda, se observa el medio suplementado con rifampicina. A 
la derecha, el medio suplementado con estreptomicina. 

Para la preservación de las cepas se recurrió a un método a corto plazo, mediante 

conservación por transferencia periódica en placa con agar nutritivo y en agar en pico 

de flauta a 4 °C (Figura 3 y Figura 4). Si bien este no es el mejor método para 

conseguir la estabilidad genética, se recurrió a esto por la poca viabilidad a la 

conservación por congelación que exhibieron las cepas. Además, se utilizó el agar 

nutritivo debido a que no contiene fuentes de azúcares, lo que contribuye a mantener 

un pH cercano a la neutralidad. 

 
Figura 3: Conservación de las cepas en placa de Petri  

 
Figura 4: conservación de las cepas en pico de flauta. 
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De las cuatro cepas presentes en la suspensión farmacéutica, solo O/C, N/R y T 

exhibieron actividad proteolítica en agar Davis, lo cual es consistente con la literatura 

(Vélez Bravo et al., 2023). La presencia de halo de hidrólisis alrededor de las colonias 

(Figura 5) sugiere que estas cepas son capaces de producir enzimas proteolíticas 

activas, un comportamiento esperado en Bacillus, dado su historial como eficientes 

productores de proteasas. Sin embargo, cuando se utilizaron los SLC no se determinó 

actividad proteolítica, lo que merece una discusión más profunda. Una posible 

explicación podría ser que las enzimas proteolíticas no se excretaron en cantidades 

suficientes al medio. Además, como se menciona en la bibliografía, la síntesis de 

enzimas extracelulares en Bacillus ocurre principalmente al final de la fase exponencial 

y antes de la esporulación, lo que podría implicar que las condiciones experimentales 

no fueron óptimas para la secreción de enzimas activas al medio extracelular. El 

contraste entre la actividad observada en cultivo celulares y la ausencia de actividad 

en SLC puede indicar la necesidad de ajustar factores como el tiempo de incubación o 

la composición del medio para promover la secreción de estas enzimas en cantidades 

detectables. 

 
Figura 5: Resultado de la actividad proteolítica en donde se observa el halo de hidrólisis de las cepas O/C, 
N/R y T. 

La evaluación preliminar de la utilización de carbohidratos por parte de B. clausii con el 

fin de determinar su potencial para crecer en medios derivados de residuos 

agroindustriales, permitió demostrar la capacidad de las cepas O/C, N/R y SIN para 

fermentar tanto lactosa como maltosa, ambos disacáridos presentes en suero y hot 

trub, respectivamente. Estos resultados son prometedores e indican que B. clausii 

tiene el potencial de crecer eficientemente en medios derivados de estos residuos, lo 

cual podría ser aprovechado en aplicaciones biotecnológicas. Por ejemplo, la 

utilización de suero lácteo y hot trub como medios de cultivo podría reducir los costos 

de producción de B. clausii, al mismo tiempo que contribuiría a la reducción de 

residuos industriales, promoviendo un enfoque sostenible en la producción 

biotecnológica. Asimismo, la capacidad de fermentar tanto lactosa como maltosa 
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demuestra que estas cepas poseen las enzimas necesarias para metabolizar estos 

azúcares.  

Según los resultados obtenidos en el presente estudio, se observó crecimiento de las 

cuatro cepas en ambos residuos agroindustriales utilizados. En suero lácteo, a partir 

de las 48 h se observó un crecimiento abundante, mientras que, en hot trub se detectó 

crecimiento a partir del día 4. Al finalizar los ensayos (día 6), ambos residuos 

resultaron medios de cultivos adecuados para lograr un crecimiento óptimo para todas 

las cepas (Tabla 2 y Tabla 3).  

El suero lácteo es un subproducto rico en nutrientes como lactosa, proteína cruda, 

minerales, grasas y vitaminas hidrosolubles que proporcionan un ambiente favorable 

para el crecimiento bacteriano. La rápida disponibilidad de estos nutrientes podría 

explicar el crecimiento abundante observado en un corto período. Si bien el hot trub 

también es un residuo rico en proteínas, carbohidratos, minerales y ácidos grasos, 

podría presentar una menor biodisponibilidad de nutrientes esenciales, como 

aminoácidos libres o proteínas solubles (Mathias et al., 2015). El tiempo adicional 

necesario para la adaptación y aprovechamiento de los nutrientes disponibles podría 

explicar el retraso en el crecimiento observado.  

En trabajos previos (Rochín-Medina et al., 2017; Ghelardi et al., 2022) se demostró 

que el suero lácteo puede ser utilizado como un medio de cultivo de bajo costo para el 

crecimiento y producción de metabolitos bioactivos en cepas de B. clausii, sin 

embargo, aún no se han utilizado residuos de la industria cervecera para este 

propósito. En este trabajo se demostró que el hot trub podría ser otra alternativa para 

su utilización como sustrato para el crecimiento de B. clausii. A futuro deberían 

llevarse a cabo otros estudios para evaluar y optimizar la producción de metabolitos de 

interés comercial. 

Tabla 2: Crecimiento de las cepas de B. clausii en suero lácteo 

Tiempo O/C N/R SIN T 

Día 2 +++ +++ +++ +++ 

Día 4 +++ +++ +++ +++ 

Día 6 +++ +++ +++ +++ 

+++ = Se observa crecimiento abundante. 
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Tabla 3: Crecimiento de las cepas de B. clausii en hot trub 

Tiempo O/C N/R SIN T 

Día 2 - - - - 

Día 4 + + + + 

Día 6 +++ +++ +++ +++ 

 - = No se observa crecimiento; + = Se observa crecimiento; +++ = Se observa crecimiento abundante. 

En el presente estudio se desarrolló una matriz de fermentación con el objetivo de 

crear un alimento a base de pez gallo que contenga esporas de B. clausii. En conjunto 

con este microorganismo, se utilizaron las cepas L. plantarum AKTw180 y L. 

mesenteroides ssp. jonggajibkimchi RCTw1.1, por su comprobada capacidad de 

acidificar rápidamente el medio, contribuyendo a las condiciones deseadas para la 

fermentación.  

Los resultados obtenidos (Tabla 4 y Tabla 5) indican que las cepas O/C, SIN y T 

pueden sobrevivir y multiplicarse en el ensilado biológico de pescado, lo que sugiere 

su potencial para ser utilizado en la elaboración de un alimento. La acidificación rápida 

proporcionada por las cepas AKTw180 y RCTw1.1. creó un entorno favorable para la 

esporulación de B. clausii. Sin embargo, no se pudo determinar la presencia de N/R en 

la matriz debido a que las réplicas se contaminaron antes de finalizar el ensayo.  

Tabla 4: Resultados de las mediciones de pH en distintas etapas de la experiencia 

Cepas pH al inicio pH a las 72 h 

O/C 6,55 6,05 

N/R 6,59 5,80 

SIN 6,60 6,06 

T 6,59 6,00 

 

Tabla 5: Presencia las cepas de B. clausii en la matriz de fermentación. 

Cepas T0 T3 T7 

O/C + + + 

N/R + + - 

SIN + + + 

T + + + 

+ Se detectó la presencia de B. clausii; - No se detectó la presencia de B. clausii. 
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La suplementación de alimentos procesados con microorganismos probióticos es una 

realidad en la industria alimentaria actual, de esta manera se satisfacen las 

necesidades de los consumidores modernos quienes buscan una fuente de nutrientes 

para mantener las funciones vitales del organismo, así como otros efectos benéficos 

para la salud (Soares et al., 2023).  

La investigación de Zeybekoğlu et al. (2021) aporta datos relevantes sobre los 

desafíos que se enfrentan durante la suplementación de alimentos con cepas 

probióticas formadoras de esporas, específicamente en matrices alimentarias como el 

tofu. En el mencionado estudio, se determinó el efecto de la temperatura sobre la 

concentración de esporas en el alimento, destacándose la importancia de mantener la 

cadena de frío durante su conservación con el propósito de no comprometer la 

viabilidad del microorganismo y, por tanto, su eficacia probiótica.  

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que las cepas O/C, SIN y 

T pudieron sobrevivir y multiplicarse en la matriz de fermentación utilizada. Esto 

constituye un resultado prometedor, debido a la posibilidad de utilizar estas cepas 

probióticas en productos pesqueros, ampliando el espectro de alimentos fermentados. 

Sin embargo, la incapacidad de determinar la presencia de la cepa N/R debido a la 

contaminación pone de relieve la necesidad de un control riguroso durante el ensayo, 

así como la importancia de validar la estabilidad de las cepas en diferentes 

condiciones de almacenamiento y procesamiento. Además, la relevancia del monitoreo 

de la viabilidad de las esporas inoculadas es una preocupación clave. Tal como 

mencionan Soares et al. (2023), la germinación de esporas durante el procesamiento o 

almacenamiento puede afectar no solo la estabilidad del producto, sino también su 

seguridad y la efectividad de los probióticos para el huésped. Por lo tanto, es crucial 

continuar investigando las condiciones óptimas que permitan la estabilidad de estos 

microorganismos sin comprometer la calidad del alimento. 

La comparación con estudios anteriores refuerza la necesidad de un enfoque 

cauteloso y basado en evidencia para la incorporación de probióticos formadores de 

esporas en diversas matrices alimentarias. La adición de microorganismos formadores 

de esporas a los alimentos es un avance reciente en la industria, por lo tanto, la 

selección de la matriz alimentaria depende de la especie o cepa utilizada como 

probiótico.  
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CONCLUSIONES 

La utilización de medios individuales suplementados con la máxima concentración de 

antibióticos resultó efectiva para el aislamiento de las cuatro cepas de B. clausii. Esto 

permitió la realización de ensayos posteriores con cada uno de los microorganismos 

aislados y conservados, garantizando la pureza de los cultivos y la precisión de los 

resultados experimentales. 

Respecto a la actividad proteolítica, los resultados obtenidos son congruentes con la 

literatura en cuanto a la capacidad de las cepas de Bacillus como productores de 

proteasas. Sin embargo, la falta de actividad en los SLC señala la necesidad de 

explorar más a fondo las condiciones que afectan la secreción y estabilidad de las 

enzimas proteolíticas, un aspecto crucial para su aplicación biotecnológica. 

El estudio preliminar de fermentación de azúcares sugiere que las cepas O/C, N/R y 

SIN de B. clausii presentan potencial para crecer en medios compuestos por residuos 

agroindustriales como el suero lácteo y el hot trub. 

Ambos residuos resultaron adecuados para un crecimiento óptimo de todas las cepas 

al final del ensayo (día 6), lo que muestra su potencial para ser utilizados eficazmente 

como medios de cultivo para B. clausii. Esto representa un hallazgo positivo ya que no 

solo pueden utilizarse como medios de cultivo de bajo costo para la producción de 

este microorganismo, sino también que contribuyen a una gestión sostenible de los 

subproductos industriales. Para maximizar el aprovechamiento de estos residuos, se 

deben realizar investigaciones que permitan optimizar las condiciones de cultivo, así 

como la producción de metabolitos de interés, sobre todo para el hot trub, ya que no 

hay antecedentes de utilización de residuos de la industria cervecera para este 

propósito. 

Aunque B. clausii es conocido por su capacidad para producir sustancias 

antimicrobianas, incluyendo lantibióticos como la clausina, no se evidenció actividad 

antilisteria en ninguna de las cepas evaluadas bajo las condiciones de ensayo 

utilizadas. A futuro, se deberían realizar estudios adicionales con variaciones en las 

condiciones de cultivo (tiempo, pH, temperatura, composición, etc), con el propósito de 

optimizar la producción de metabolitos antimicrobianos. 

En última instancia, el presente estudio demostró que ciertas cepas de B. clausii 

pueden sobrevivir y proliferar en matrices de fermentación a base de pez gallo, lo que 

sugiere un potencial para la incorporación de estos probióticos en productos 

pesqueros. Para avanzar en la aplicación de B. clausii en diversas matrices 
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alimentarias, es esencial continuar estudiando las condiciones óptimas que preserven 

la viabilidad y eficacia de estos microorganismos.  
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