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RESUMEN

En la actualidad, la contaminacién es una problematica de alto impacto en la sociedad debido a los efectos adversos del
cambio climatico, un factor determinante es la presencia de desechos plasticos de un solo uso en el agua y en el suelo,
la cual va en aumento, generando dafios graves en el ecosistema. Debido a esto, el desarrollo de nuevas
tecnologias para la fabricacion de materiales mas eco amigables es una alternativa necesaria y prometedora
para mitigar estos dafios. La fabricacién de bioplasticos con materiales organicos tiene un enorme potencial
gracias a aprovechamiento de biomasa residual de distintos procesos agroindustriales. Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar el crecimiento de la Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, sobre dos
bioplasticos sintetizados a partir de almidén y residuos del cultivo de Manihot esculenta especificamente hojas y
tallo. La cepa se caracteriz0 y estudio morfolégicamente, para luego evaluar la interacciéon del microorganismo
con el bioplastico sobre medios de cultivo sélido y liquido. De igual manera se evalué dicha interaccién con otros
materiales como bioplastico de uso comercial y plastico convencional. Los resultados determinaron que la cepa
tuvo un crecimiento ascendente con densidad celular promedio de 18,6 x 108 UFC/ml a 48 horas. Asimismo, el
porcentaje de pérdida de masa fue mayor en los hioplasticos con 50 %. Finalmente, la microscopia 6ptica a 10x
confirmo cambios en todas las muestras con la aparicién de opacidad que se traduce como presencia de una
biopelicula adherida, la cual se asocia con la actividad microbiana. Estas biopeliculas podrian tener una
excelente aplicacion ya que P. fluorescens por ser una Rizobacteria podria metabolizar la biomasa y a su vez
sintetizar sustancias promotoras del crecimiento vegetal, por lo tanto, se mitigaria el impacto negativo del
bioplastico sobre el medio ambiente. La evaluacion a través de FTIR permitié observar cambio a lo largo del
espectro y en el rango 1800 a 1300 cm! donde se identificaron sefiales correspondientes a los enlaces va C=0y
N-H y vi N-H de peptidoglucano depositado como biopelicula en los diferentes materiales poliméricos.

Palabras clave: plasticos, bioplastico, biomasa residual, Pseudomonas fluorescens, biopelicula.

Study of the growth of Pseudomonas fluorescens in biopolymeric
substrates synthesized from Manihot esculenta agroindustrial residues

ABSTRACT

Currently, plastic pollution from single-use plastics in water and soil is on the rise, causing damage to the
ecosystem. Therefore, the development of new technologies for the manufacture of more environmentally friendly
materials is a promising alternative to mitigate this damage. The manufacture of bioplastics from organic materials
has enormous potential due to the use of residual biomass from various agro-industrial processes. Therefore, the
objective of this research was to evaluate the growth of Pseudomonas fluorescens ATCC13525 on two bioplastics
synthesized from starch and residues from the cultivation of Manihot esculenta, specifically leaves and stems. The
strain was isolated and morphologically studied, and growth was evaluated from the exposure of the substrates to
two different culture media. The results determined that the strain had an ascending growth with an average cell
density of 18.6 x 108 CFU/ml at 48 hours. Likewise, the percentage of mass loss was higher in the bioplastics with
50%. Finally, optical microscopy at 10x confirmed changes in all samples with the appearance of opacity, which
translates to the presence of an attached biofilm, which is associated with microbial activity. These biofilms could
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have excellent application since P. fluorescens, being a rhizobacterium, could metabolize biomass and at the same
time synthesize plant growth-promoting substances, therefore, the negative impact of the bioplastic on the
environment would be mitigated. The evaluation through FTIR allowed to observe changes along the spectrum and
in the range of 1800 to 1300 cm! where signals corresponding to the va C=0 and N-H bonds and vt N-H of
peptidoglycan deposited as a biofilm in the different polymeric materials were identified.

Keywords: plastics, bioplastic, Pseudomona fluorescens, residual biomass, biofilm

1. INTRODUCCION

Estudios revelan que el plastico convencional tarda alrededor de 1000 afios para descomponerse en el ambiente
y se prevé que la demanda mundial de estos para el afio 2050 estaria alrededor de los 1.2 billones de toneladas
(Yuxin, et al., 2022). Segun la Organizacion de naciones unidas (ONU) cada afio se usan 500 millones de bolsas
en el mundo y 8 millones de toneladas de plasticos terminan su vida Util en los océanos amenazando asi la vida
marina por la ingesta o asfixia de los peces y aves. Por parte de este organismo se estan promoviendo estudios
para iniciar un proceso de elaboracion y aprobacion de leyes internacionales para contrarrestar la contaminacion
por plasticos. También se reconoce esta contaminacion como un problema ambiental grave de trascendencia
mundial, por lo cual se hace necesario indagar por alternativas que permitan reducir su impacto en el planeta
(Bollain, et al., 2020).

Actualmente, la necesidad de uso y la mala disposicién final del plastico es uno de los problemas ambientales
mas graves, causando dafios a la salud humana y a los ecosistemas. Aunque esta problematica tiene base
cientifica en ecosistemas marinos, los estudios o0 modelos de contaminacién y posibles soluciones adn no se
visualizan para la contaminacion por plasticos en el sector agricola. En los ultimos informes del programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y la organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura'y
la Alimentacion (FAO) prioriza esta problematica para que se construyan planes de desarrollo en medio ambiente
bajo la premisa que indica que los suelos agricolas pueden recibir mayores cantidades de micro plasticos que
los océanos debido a que no se han establecido mecanismos mediante los cuales se pueda disponer de estos
residuos correctamente.

El informe de la FAO afiade que ademas se debe implementar la gestion de residuos plasticos agricolas a través
del “modelo de las 6R” desechar, redisefiar, reducir, reutilizar, reciclar y recuperar. Entre las posibles soluciones
estaria reemplazar los plasticos con alternativas biodegradables o eco-amigables, disefiar mejores formas de
gestionar y reutilizar los desechos plasticos o disefiar e implementar practicas agricolas mas sostenibles o que
permita otorgar un valor agregado a los residuos agroindustriales con potencial aplicacién biotecnoldgica por su
naturaleza lignocelulésica (FAO, 2021). En este orden de ideas, el desarrollo de biomateriales sintetizados a
partir almidén son claves, puesto que facilitan la transicidon entre plasticos que tardan afios en degradarse a
bioplasticos que facilmente podran convertirse en nuevos productos o en abono para el suelo. Asi, la obtencién
de bioplasticos a partir de materiales organicos tiene un enorme potencial por su aporte al medio ambiente y
aprovechamiento de recursos naturales; en su mayoria desechos de las actividades agroindustriales. La
caracteristica principal de los bioplasticos es que por su naturaleza pueden tener la propiedad de ser
biodegradados o compostados en tiempos cortos sin dejar residuos téxicos en el suelo. Ademas, la
biodegradacion mediada por los microorganismos y los subproductos de esta son un valor agregado para estos
materiales por aprovecharlos por las mismas plantas, mejorando por ejemplo el rendimiento de los cultivos
(Chen, et al., 2023).

Entre los microorganismos con capacidad para degradar bioplasticos se encuentra P. fluorescens. Estas
bacterias tienen una avanzada versatilidad metabdlica y genética que les permite adaptarse y crecer para
metabolizar diferentes fuentes de nutrientes, incluyendo compuestos organicos toxicos como hidrocarburos, por
eso es féacil encontrarla en diferentes ecosistemas. Su actividad enzimatica, las posiciona muy bien
evolutivamente frente a otras especies aerébicas de microorganismos degradadores de compuestos, (Hu, 2023).
Ademas, la capacidad antagonista de P. fluorescens frente a fitopatdgenos o microrganismos que afectan las
plantas ha sido ampliamente estudiada. Ya que se ha demostrado que tiene diferentes mecanismos para ejercer
un eficiente control microbiano mediante antagonismo directo o ayudando a fortalecer la planta ( Wang et al.,
2022). Para complementar esta tesis se podria mencionar a las Rizobacterias, son microorganismos que habitan
en en ambiente con una mayor incidencia sobre la periferia de las raices de las plantas y promueven el
crecimiento de estas, mediante relaciones de simbiosis 0 asociaciones para beneficiarse mutuamente con las
plantas. P. fluorescens son individuos de este grupo que aportan a la nutricién y equilibrio hormonal de las
plantas promoviendo la exportacién de raices y facilitando la absorciéon de nutrientes, también se producen



metabolitos antagonicos para otros microorganismos a su vez que favorecen la solubilizacién de algunos
compuestos inorganicos disponibles que contengan fosforo, zinc, potasio, acidos organicos enzimas y vitaminas
como desaminasa (Chavez Dias, et al., 2022).

Continuando con las caracteristicas mas interesantes de P.fluorescens encontramos que tiene la capacidad de sintetizar
granulos de polihidroxialcanoatos que sirven de reserva de material celular, su nombre se otorga a su capacidad de
sintetizar compuestos fluorescentes llamados sider6foros como la pioverdina, que son compuestos secretados cuando el
hierro es limitante de los nutrientes del medio (Alvarez, et al., 2020; Potysz and Bartz, 2023). Esta excrecion se produce
ya que el hierro es esencial para el crecimiento de la bacteria. Estos sideréforos han demostrado actuar como efectores,
desencadenando aumentos en la actividad de las enzimas antioxidantes y la concentracién de carotenoides y clorofila
gue confiere resistencia a algunas enfermedades en la planta. También puede metabolizar el fosforo mediante dos
mecanismos, el primero que se basa en la produccion de acidos organicos como el acido citrico, oxalico o glucénico, que
favorecen la solubilizacién del fosfato inorganico mediante la modificacion del pH del suelo y la liberacién de fosfato en
este. El segundo se basa en enzimas hidrolasas que actlan directamente rompiendo los enlaces ésteres de los
compuestos liberando asi los grupos fosfatos que pueden ser facilmente absorbidos por las raices de las plantas. Por
otro lado, se producen enzimas como las auxinas, giberelinas y citoquininas que son estimuladoras del crecimiento
vegetal (Herrera et al., 2020).

En el mundo se han realizado diversos estudios para la sintesis de biopasticos a partir de almidon de yuca ademas de
estrategias de degradacion mediadas por microorganismos entre los cuales participa P. fuorescens, obteniendo
resultados alentadores. En colonmbia especificamente dichos estudios se dirigen especificamente al compost
En el mundo la sintesis y estudio de degradacion de bioplasticos, sintetizados a partir de almidon, por parte de
microorganismos ha sido ampliamente aplicado obteniendo resultados alentadores, sin embargo en colombia

En este sentido, se hace necesario estudiar la interaccién entre plasticos y microorganismos, en este caso, P.
fluorescens que podria actuar como agente de degradacion y por su metabolismo, podria convertir estos
desechos plasticos en productos que contribuirian de manera nutricional a las plantas al sintetizar sustancias
promotoras de crecimiento vegetal, 0 mediar en la recuperacion del suelo desde un punto de vista fisico, quimico
y bioldgico; mitigando de esta manera el impacto de ciertos contaminantes sobre el medio ambiente.

El objetivo de esta investigacion es evaluar la capacidad de P. fluorescens para colonizar dos tipos de
bioplasticos sintetizados a partir de almidén y residuos agroindustriales de yuca especificamente tallos y hojas,
ademéas de un ensayo con plastico convencional, a partir del aislamiento y caracterizacion de la cepa,
crecimiento sobre los materiales biopolimeros y estudio de la interaccion microorganismo-material por
espectroscopia de infrarrojo en un rango de 4000 a 600 cm™.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencién de cultivo de P. fluorescens

La cepa de P. fluorescens ATCC 13525, fue proporcionada por el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Santiago de Cali. La cual fue inoculada en agar nutritivo, tomando una colonia del microorganismo con un asa
de siembra estéril, se sembré por agotamiento e incubd durante 24 horas a 35 + 2 °C. Posteriormente se
realizaron repiques bajo las mismas condiciones y se realizd un cultivo en caldo nutritivo suspendiendo unas
colonias con un asa de siembra estéril. Esto para realizar pruebas de identificacion de las colonias.

2.1.1. Caracterizacion de lacepa

Las colonias cultivadas anteriormente en agar nutritivo se caracterizaron a nivel microscépico y macroscoépico
mediante, pruebas de catalasa, oxidasa, prueba de indol y tincion de Gram. Para realizar la prueba de catalasa y
oxidasa se suspendieron unas gotas de perdxido de hidrogeno para el primero y reactivo de oxidasa (solucion
acuosa al 1 % de N,N,N,N tetrametil-p-fenilendiamina dihidrocloruro) para la segunda prueba, directamente
sobre las colonias aisladas en agar nutritivo. En el caso de la prueba de indol, esta, se realiz6 en medio de
cultivo liquido, se utilizé el reactivo de Kovacs suspendiendo unas gotas sobre el en caldo nutritivo. Al finalizar,
para realizar la caracterizacibn microscopica mediante tincion de Gram, se utilizd6 una colonia del
microorganismo suspendida sobre un porta objetos limpio. Se procedié a fijar la colonia acercandola al mechero
y se realiz6 la tincién con cristal violeta, Lugol, solucion alcohol-acetona y se finalizé con safranina. Luego se
observo la morfologia a 100X de un microscopio OLYMPUS EP50.

2.2. Evaluacioén de crecimiento sobre sustrato polimérico
2.2.1. Preparacion del inéculo estandarizado

El inoculo estandarizado de Pseudomona fluorescens ATCC 13525, se preparé utilizando una suspension
bacteriana, la cual se dispersé en 40,0 ml de agua desionizada estéril. Posteriormente, dicha dispersion se
estandarizo por turbidimetria con el patron 0.5 de McFarland. También se calibro mediante espectrofotometria,
midiendo la intensidad de luz dispersada a una longitud de onda de 625 nm en espectrofotdmetro de marca
JENWAY 6320D obteniendo una medicion de 0.8 Abs correspondiente en la escala a 1,8 x 108 UFC/ml.

2.2.2. Preparacion de los sustratos de poliméricos

Los sustratos polimeros o muestras problema se etiquetaron de la siguiente manera: Bolsa plastica (BP), Bolsa
biodegradable (BB), Bioplastico + hojas (B(h)) y Bioplastico + tallos (B(t)). Las muestras se llevaron al horno a una
temperatura de 70 °C, esto con el fin de obtener su peso seco, seguido se procedié a esterilizar las muestras
mediante exposicién a luz ultravioleta por un tiempo de 1 hora. Posteriormente, las muestras se seccionaron
empleando bisturi estéril en &reas de aproximadamente 1.0 cm2.

2.2.3. Evaluacion de crecimiento en medio sélido

La evaluacién de crecimiento en medio sélido se realiz6 por cuatriplicado en agar nutritivo, incluyendo un control
positivo (agar inoculado) y control negativo (agar y muestra sin inocular) para cada material. A partir del inoculo
estandarizado mencionado en la seccion 2.2.1, se realiz6 una siembra masiva utilizando un hisopo estéril sobre
agar nutritivo, luego sobre esta siembra masiva, se suspendio la muestra problema estéril y se incubo por 24 horas
a 37 °C.

2.2.4. Evaluacion de crecimiento en medio liquido
La evaluacion de crecimiento en medio liquido de P. fluorescens ATCC 13525, se llevé a cabo por triplicado en

tubos de ensayo que contenian 9 ml de caldo nutritivo. Estos tubos de ensayo se inocularon con 1,0 ml del
microorganismo estandarizado y se suspendieron las muestras problema en cada tubo de ensayo. Los sistemas



inoculados se incubaron a 37 °C por 48 horas. Paralelamente se analiz6 la cinética de crecimiento, tomando
alicuotas cada 4 horas para medirlas en el espectrofotémetro a 625 nm.

2.2.5. Determinacién de porcentaje de pérdida de peso

Al finalizar las evaluaciones todas las muestras problema se llevaron al horno a 70 °C hasta obtener un peso
contante, esto con el objetivo de evaluar la variacién gravimétrica del material. Esta técnica es una manera sencilla
y eficaz para medir la biodegradacién de los polimeros mediante la pérdida de peso. Para realizar el analisis se
utilizé la siguiente ecuacion:

Pf
_PTX 100

En donde Pf: Peso Final y Pi: Peso inicial

2.2.6. Evaluacion del crecimiento P. fluorescens sobre los materiales poliméricos por espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La evaluacion de la interaccién entre el microorganismo-polimérico se realiz6 mediante el analisis de la formacién
de biopeliculas en el sustrato. En este contexto, las muestras problema, se analizaron mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), mediante el uso de un
espectrofotémetro IRAffinity-1S (Shimadzu Co, Kyoto, Japon), en el rango de 4000 a 600 cm* con una resolucion
de 4 cm1, apodizacion Box-car y 16 scan, todas las muestras se analizaron por quintuplicado.

3. Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacion y aislamiento

Se realizaron analisis macroscépicos en las cepas de P. fluorescens. La lustraciéon 1 muestra el microrganismo
aislado en medio agar nutritivo; las colonias son blancas, circulares y superficie plana, borde continuo, elevacién
convexa, consistencia blanda y color brillante. caracteristicas morfol6gicas reportadas en la literatura para el
microorganismo correspondiente a P. fluorescens (Rabelo, et al., 2020); el control negativo asegura que no hubo
contaminacion por otros microorganismos y que el aislamiento se realizé en 6ptimas condiciones de esterilidad.
Ademas, la cepa se cultivd en medio liquido contra un medio de cultivo sin inocular. Las condiciones de
crecimiento del microorganismo se establecieron asi: la temperatura en 37 °C y el tiempo de cultivo en 48 horas.

1
!
i

tincion de
Gram

sélido

o

-]

Medio crecimiento
Oxidasa

positiva (+)

liquido
Pruebas

Indol

negativa (-)

)
)
A
\

llustracién 1. Cepa de P. fluorescens ATCC 13525 aislado en medio solido agar nutritivo y medio liquido caldo
nutritivo, a la derecha, pruebas de identificacion bacteriana, oxidasa, indol y tincion de Gram. Fuente: Elaboracion
propia



Para identificar a los microorganismos bacterianos, se emplean varias técnicas como la tincion de Gram, que
permite distinguir las bacterias entre positivas y negativas. Los resultados obtenidos del analisis microscopico
(ilustracién 1, parte derecha) coinciden con la literatura, ya que Pseudomona fluorescens, por su parte es un
bacilo alargado Gram negativo presentandose coloraciones rosadas debido a la retencién del colorante en su
pared celular (Hu, et al., 2023). La prueba para identificar el citocromo oxidasa se obtuvo positiva debido al
desarrollo de una coloracién purpura en las colonias al hacer contacto con el reactivo. Dicha coloracion es
resultado de la actividad de las enzimas oxidasas sobre el reactivo (Callicd, et al., 2004). Otra prueba realizada a
este microorganismo fue para evaluar la produccién de indol, mediante el reactivo de Kovacks. El resultado
positivo se obtiene cuando la coloracién del medio de cultivo liquido se torna rosado. En este caso el
microorganismo es indol positivo, por su incapacidad para metabolizar los compuestos quimicos y transformarlos
en indol.

3.2 Evaluacion de crecimiento microrganismo-sustrato en medio sélido y liquido

La ilustracion 2 muestra los materiales después de 48 horas en incubadora a 37 °C, se puede observar un
crecimiento regular del microorganismo en las cajas Petri, donde la textura de las muestras se muestra grumosa
y delicada. Esto podria ser por el metabolismo del microorganismo o por la sobrehidratacion y exposicién a la
temperatura de estas en el medio de cultivo. En otros estudios Jianlei Yang y colaboradores, en su investigacion
sobre caracterizacién de bioplasticos sintetizados a partir de almidon de yuca, manifiestan que este tipo
materiales presentan una alta afinidad al agua y deficientes propiedades térmicas (Yang, et al., 2023; Xie, et al.,
2023).

Medio crecimiento

llustracién 2. Evaluacion de crecimiento sobre muestras problema en medio de cultivo sélido y liquido Fuente:
Elaboracion propia

Continuando con el andlisis, en el caso del medio de cultivo liquido, se observa una leve coloracién verde en los
tubos de ensayo, y un precipitado blanco relacionado con la produccién de metabolitos por parte del
microorganismo. En este sentido, P. fluorescens, se caracteriza por la capacidad de excretar diferentes
sustancias, entre estas la pioverdina, la cual es un metabolito que se sintetiza cuando el hierro esta presente en
el medio de cultivo (David, et al., 2022). Asi, se observa que dicho metabolito tiene presencia en los tratamientos
de BB, B(h) y B(t) mostrando este ultimo la mayor produccion. Caso contrario para BP, donde no se evidencia
una coloracion verde, por la naturaleza sintética del material.

En los resultados, se observa una mejor afinidad del microorganismo por los materiales de base biologia. Para
respaldar lo anterior se hace referencia a un estudio del afio 2021 donde se realiz6 un andlisis comparativo entre
bioplasticos y plasticos comerciales obteniendo que la produccion de plasticos no degradables es una carga para
el medio ambiente ya que estos tardan décadas en descomponerse. Esta imposibilidad de los plasticos para
degradarse se debe a que su estructura quimica no puede ser modificada eficientemente por la capacidad
metabolica de los microorganismos, la actividad del agua y demas. Mientras tanto, los bioplasticos son materiales
compostables que pueden convertirse en basura verde en cuestion de meses. (Kjeldsen, et al., 2018).



En general, factores como bajo el peso molecular, la cristalinidad, la hidrofobicidad y solubilidad general en agua,
son de los factores mas importantes para determinar si un compuesto es degradable o no (Ghada, et al., 2021).

3.3 Andlisis microscdépico de muestra problema

Se procedid a realizar un analisis microscépico de las muestras problema. En este estudio se comparan con las
muestras de referencia para estudiar posibles interacciones entre el microorganismo y el material. En la
ilustracion 3, se presenta (parte superior), el material de referencia o blanco. En general, se observan cambios
significativos en todas las muestras, donde la bolsa plastica, en medio liquido, presenta una transformacion en
su forma estructural (lineas y puntos), quedando casi invisibles. En medio sélido se evidencian agrupaciones
circulares como la morfologia de las colonias de los microorganismos o espacios libres que significarian
ausencia de particulas en el material. En la bolsa biodegradable, para el medio liquido se observa una superficie
plana y una coloracion amarillenta diferente a la muestra de referencia con burbujas, también se observan
espacios amorfos con una tonalidad mas clara, representados en la fase de medio sélido. En las muestras de
bioplasticos (hojas y tallo), se puede apreciar cambios bastante significativos en la estructura del bioplastico
donde los colores se aprecian total mente claros y las estructuras porosas practicamente han desaparecido. En
medio de cultivo sélido, es imposible observar con claridad la superficie de las muestras esto podria ser debido a
la presencia de una biopelicula, cubriendo toda la zona de enfoque en el microscopio o por otra parte se podria
inferir que la actividad microbiana ha continuado en las muestras después del experimento.

Bolsa Bolsa Bioplastico Bioplastico
plastica biodegradable

~

(hojas) (tallos)

Material
referencia

Medio crecimiento

solido

llustracién 3. Analisis microscépico de muestras problemas en medio de cultivo sélido y liquido observado a 10X,
muestras de bolsa plastica, bolsa biodegradable, bioplastico (hojas) y bioplastico (tallos) de izquierda a derecha.
Fuente: Elaboracion propia

Asi, mediante el andlisis visual que, en medio sélido, la aparicion de una opacidad en todas las muestras se
traduciria como presencia de una biopelicula adherida, que podria asociarse con la actividad microbiana. Para
concluir se puede mencionar que los cambios en la estructura de las muestras son un indicio clave de la
interaccién entre el microorganismo y el material biopolimero, ya que los llamados espacios no son mas que
porosidades, resultado de la colonizacién bacteriana o la actividad del agua.



3.4 Valoracion gravimétrica del material

El peso seco, es la razén porcentual del peso final sobre el peso inicial de los materiales a evaluar. Este estudio
se realizé para analizar cuantitativamente el porcentaje de pérdida de peso de las muestras durante el ensayo.
La Tabla 1 contiene los datos registrados de pérdida de peso en medio de cultivo sélido y liquido. En medio
sélido la BP registro la menor pérdida de peso con un 23,2 %, seguido de la BB con 33,7 %, en los bioplasticos
los porcentajes de pérdida de peso son mayores, B(h) y B(t) con 50,0 % y 48,3 % respectivamente.

En medio liquido se registré que la BP conserva un bajo porcentaje en pérdida de peso, un 17,4 % (5,8 puntos
menos que en medio solido), y BB registra 37,4%, un 3,7 % mas que en medio soélido. Para el B(t) 56,3 % siendo
este un 8,0 % mas que en medio sélido y B(h) con un 12,6 % mas que en medio sélido, registrando un 62.5% de
pérdida de peso.

Los resultados mostraron que hubo una pérdida de peso significativa en las muestras de bioplasticos compuesto
por tallos y hojas, siendo este Ultimo, el mayor porcentaje en medio liquido y en medio sélido. Se podria inferir
que el microorganismo pudo utilizar la composicidon quimica de estas muestras para llevar a cabo su
metabolismo, consumiendo asi mas del 50 % en peso seco del material. P. fluorescens es un microorganismo
metabdlicamente capacitado para degradar el almidén, siendo este la mayor parte de la composicion de los
bioplasticos. Por otra parte, diferentes autores han informado en publicaciones que la concentracion de almidén
en hojas y raices de la yuca es superior al 0.6 % (DIAZ y LOPEZ, 2022); (Cartay, 2004); (da Silva, et al., 2020).

Tabla 1. Valoracion gravimétrica de las muestras problema, se relacién peso inicial y final con su respectiva
desviacién estandar y se calcula el porcentaje de pérdida de peso.
Muestra Peso inicial(g) Pesofinal(g) Perdidade peso (%)

o BP 0,052 £0,015 0,040+£0,013 23,2

T BB 0,049 £ 0,003 0,033 +£0,004 33,7
o g B(h) 1,015+ 0,110 0,506 £ 0,033 50,0
2 B 0955.4£0.373.....0000£0226 .. 483 . .
§ o BP 0,066 £ 0,022 0,055 £ 0,020 17.4

-'g BB 0,074 £ 0,006 0,046 £ 0,007 37,4

ZB(h) 1,034 £0,018 0,388 £0,012 62,5

~ B(t) 1,009+ 0,172 0,393 £ 0,051 56,3

3.5 Evaluacion del crecimiento P. fluorescens sobre los sustratos poliméricos

La turbiedad es un factor importante para determinar la actividad microbiana, en este orden de ideas, podria
deducirse que la observada en los tubos de ensayo se debe a la actividad microbiana por la produccion de
biomasa o la produccion de metabolitos suspendidos. Los resultados obtenidos de la evaluacion de crecimiento
en medio liqguido mediante absorbancias se consignaron en la tabla 2.

Tabla 2. Evaluacion de crecimiento del microorganismo P. fluorescens, mediante turbidimetria

Control Bolsa plastica Bolsa biodegradable | Bioplastico (hojas) Bioplastico (tallo)
orms)| 205 Semturamey | b5 Omorsuramiy MBS Peioescrenty | MBS Rrttuemi| AV mosuremiy
0 0,035 0.1 0,040 0.2 0,045 0,2 0,037 0.1 0,077 08
4 0,106 1,3 0,046 0,3 0,034 0.1 0,075 0,8 0,095 11
8 0,209 3,0 0,062 0,5 0,378 5,9 0,168 23 0,258 3,9
12 (0,218 32 0,271 4,1 0,437 6,9 0,300 4,6 0,357 55
24 10,357 55 0,311 4,8 0,391 6,1 0,316 4,8 0,358 5,6
28 |0518 8,3 0,290 4,4 0,500 8,0 0,424 6,7 0,416 6,6
32 |0,657 10,7 0,343 53 0,627 10,1 0,533 8,5 0,428 6,8
36 |[0,869 14,3 0,607 9,8 0,859 141 0,935 15,4 0,596 9,6
48 1,088 18,0 1,169 19,4 1,138 18,8 1,042 17,2 1,169 19.4
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llustracién 4. Cinética de crecimiento P. fluorescens para muestra control y los sustratos poliméricos. Fuente:
Elaboracion propia

Los resultados de la cinética de crecimiento (ilustracion 4) mostraron que el desarrollo del microorganismo junto
a las muestras problema obedece al patrén de referencia, por lo que no se observan mejoras significativas en el
desarrollo del microorganismo, en el caso la bolsa biodegradable comercial sintetizada con almidén de yuca, se
retrasa la fase de adaptacion del microrganismo en las primeras horas con respecto a las demas curvas de
crecimiento, pero al superar as 5 horas se obtiene el mejor rendimiento del experimento por 20 horas
consecutivas. Los tratamientos con bioplasticos correspondientes a hojas y tallos presentan un desarrollo en el
crecimiento similar por mas de 25 horas. Entre las 12 y las 24 horas, todos los tratamientos presentan una leve
caida en el crecimiento, excepto el control, que sigue creciendo lentamente en ese rango de tiempo. Después de
las 24 horas, el control y el tratamiento con la bolsa biodegradable comercial obedecen a la misma cinética de
crecimiento iniciando aqui su fase exponencial donde este Ultimo obtiene el mejor rendimiento hasta las 36 horas
de iniciado el tratamiento, pero termina siendo el menor rendimiento en las Ultimas horas. En este mismo
momento los tratamientos de bioplastico con tallo y la bolsa plastica comercial tienen un crecimiento muy lento,
pero alcanzan su fase exponencial a las 32 horas al igual que los demas ensayos. Segun la tabla 2, los tiempos
maximos de crecimiento se obtuvieron a las 48 horas, donde el mejor rendimiento fue por parte del bioplastico de
tallos, seguido de la bolsa plastica comercial, la bolsa biodegradable comercial, y finalizan el control positivo y el
bioplastico de hojas. En este sentido los valores de crecimiento a las 48 horas que finaliza el experimento, no se
presentan diferencias significativamente grandes sin embargo en las primeras horas, los materiales
biodegradables presentan un mejor rendimiento que el control positivo y la bolsa plastica.

Finalizando el experimento y basandonos en estudios que sugieren que las biopeliculas proporcionan a las
bacterias un ambiente propicio para la captacion de nutrientes y ademas esta organizacion les otorga ventajas a
los microorganismos frente a la descomposicién de material organico (Guanghui, et al., 2024). Se realizaron frotis
de las muestras 4 dias después (ilustracién 5) y se realizé tincién de Gram para validar la presencia de biopeliculas
adheridas a las muestras problema, con lo cual se evidencio la presencia de las bacterias gran negativas
protagonistas de este estudio, la cual formo biopeliculas en el material y se integr6 a la muestra problema. Dichas
biopeliculas podrian tener una excelente aplicacion ya que P. fluorescens por ser una Rizobacteria podria
metabolizar el almidén y a su vez sintetizar sustancias promotoras del crecimiento vegetal y de esta manera mitigar
el impacto negativo del bioplastico sobre el ambiente. En otros estudios recientes del afio 2023 Gargi Phadke
menciona algunas aplicaciones de bioplasticos en el mundo, donde se relacionan plasticos biodegradables por
las bacterias del suelo o peliculas que contienen semillas de plantas que facilmente podrian germinar una vez las
peliculas sean dispuestas en el suelo (Phadke y Rawtani, 2023).
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llustracién 5. Tincion de Gram después del experimento. Fuente: Elaboracién propia
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llustracién 6. Comparacién de analisis microscopico de muestras problema a los 4 y 30 dias en medio de cultivo
sélido y liquido observado a 10X, muestras de bolsa plastica, bolsa biodegradable, bioplastico (hojas) y bioplastico
(tallos) de izquierda a derecha. Fuente: Elaboraciéon propia

En estudios adicionales a los contemplados, se optd por observar al microscopio las muestras problema de medio
liquido, después de 30 dias de finalizado el experimento (ilustracién 6) con el fin de estudiar variaciones en la
superficie de estas. Se encontrd que las muestras de bioplasticos (hojas y tallos), en ciertas regiones, contenian
la opacidad observada en las muestras de medio solido (ilustracion 3) de la seccion 3.2. para las muestras de



bolsa plastica y bolsa biodegradable se observan cambios drasticos en la textura y la composicion de las muestras.
Dichos cambios pueden ser evoluciones propias a otras regiones especificas de la muestra problema.

Este analisis cuestiona el impacto del medio de cultivo y el medio ambiente sobre las muestras problema, ya que
una vez retiradas del medio liquido, al tiempo sus caracteristicas fisicas se asemejan a los resultados obtenidos
en medio de cultivo sélido. Por otra parte, se podria pensar que las biopeliculas o sustancias que recubren la
muestra se suspendieron en el medio de cultivo por su naturaleza liquida y, como consecuencia, no se observd
claramente sobre las estructuras del material, una vez transcurrido el tiempo se confirma que la actividad
microbiana continua sobre las muestras problema porque tienen en su composicién una porosidad, que pudo
inmovilizar células viables que continuaron con su metabolismo una vez favorables. En un estudio de
inmovilizacién de bacterias en el afio 2018, Reyes y colaboradores, mencionan que los microorganismos
inmovilizados en matrices tienen ventajas, entre las cuales se encuentra un aumento de la estabilidad catalitica y
la actividad microbiana. Asimismo, un incremento de la viabilidad de las células inmovilizadas, esto es debido a
gue la concentracion de nutrientes se dispone alrededor de las células y en la matriz de soporte las protege de
efectos externos (Reyes Reyes, et al., 2018; Akar, et al., 2023; Ismail, et al., 2023). En conjunto se puede concluir
que los microorganismos aqui estudiados crecen de manera adecuado sobre los sustratos biopolimericos de
interés, los cambios en pérdida de peso y microscopico sugieren que existe una interaccién microorganismos-
material a través de la formacién de una biopelicula sobre la superficie de los sustratos. Para el estudio de esta
interaccién esta investigacion emplea la espectroscopia infrarroja FTIR-ATR en el rango de 4000 — 600 cm™.

3.6 Analisis de crecimiento de P. fluorescens sobre sustratos poliméricos mediante espectroscopia de
infrarrojo FTIR-ATR

Las Rizobacterias son microorganismos que habitan en la periferia de las raices de las plantas y promueven el
crecimiento de estas, mediante relaciones de simbiosis 0 asociaciones para beneficiarse mutuamente con las
plantas. Las Pseudomona son individuos de este grupo que aportan a la nutricion y equilibrio hormonal de las
plantas promoviendo la exportacion de raices y facilitando la absorcion de nutrientes, también se producen
metabolitos antagdnicos para otros microorganismos a su vez que favorecen la solubilizacion de algunos
compuestos inorganicos disponibles que contengan fosforo, zinc, potasio, acidos organicos enzimas y vitaminas
como desaminasa (Chavez Dias, et al.,, 2022). Entre estos individuos se encuentra P. fluorescens cuyo
metabolismo genera sustancias para promover el crecimiento vegetal mediante la sintesis de hormonas y
compuestos con caracteristicas antibacterianas y fungicidas. P. fluorescens tiene movilidad mediante apices o
flagelos polares que a su vez le permite comunicarse con otras bacterias, su metabolismo es estrictamente aerobio
y tiene la capacidad de sintetizar grdnulos de polihidroxialcanoatos que sirven de reserva de material celular, su
nombre se otorga a su capacidad de sintetizar compuestos fluorescentes llamados sidero6foros como la pioverdina,
gue son compuestos secretados cuando el hierro es limitante de los nutrientes del medio (Alvarez, et al., 2020).
Una vez se conforman conglomerados bacterianos denominados biopeliculas, esta excrecion se produce ya que
el hierro es esencial para el crecimiento de la bacteria. Los sideréforos han demostrado actuar como efectores,
desencadenando aumentos en la actividad de las enzimas antioxidantes y la concentracion de carotenoides y
clorofila que confiere resistencia a algunas enfermedades en la planta.

Los microorganismos presentes en la biopelicula son mas beneficiosos para la biorremediacién que las células
plancténicas que flotan libremente por su mayor tolerancia a los contaminantes y al estrés ambiental, y pueden
degradar contaminantes téxicos por diversas vias catabdlicas. El éxito de la remediacién a través de la
biopelicula es la capacidad metabdlica de la comunidad microbiana inmovilizada en una matriz auto sintetizada,
que brinda proteccion contra el estrés, otros patégenos y contaminantes los cuales no hacen contacto directo

con las bacterias, sino que se van ingresando a la matriz conforme a la capacidad celular (Arenas Piza, 2018;
Herrera, et al., 2020).

La técnica de espectroscopia infrarrojo FTIR-ATR permitié analizar el crecimiento de estos organismos sobre los
materiales polimeros identificando sefiales propias de los materiales referencia y comparando las visualizadas
tras el experimento de contacto con la cepa, la técnica FTIR-ATR establecio la formacion de biopelicula (Quiles,
et al., 2010). La llustracion 7 muestra la comparacion entre espectros de infrarrojo de cada material. En cada
caso de los espectros referencia se asignaron las sefiales de vibracion correspondiente.
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Figura 7. Espectros FTIR el rango de 4000 — 600 cm? para los materiales A) Bolsa plastica, B) Bolsa
biodegradable, C) Bioplastico (hojas) y Bioplastico (tallos). Fuente: Elaboracion propia

En este orden de ideas en la llustracién 7A muestra el espectro para la bolsa plastica, este material es sintetizado
a partir de policloruro de vinilo (PVC) con plastificante ftalato de dioctil (DOP), el espectro de este material exhibe
las sefiales esperadas para un polimero sintético de caracter lineal altamente hidrofébico. De la cadena de carbono
del PVC se tiene [a y b] corresponden al estiramiento de -CH y -CH2 a 2912 y 2843 cm™, la sefial [c] a 1745 cm™
corresponde al carbonilo -C=0 del plastificante, de la cadena principal de C seguiria la sefial [d,e] del modo
vibracional de flexion de -CH y -CHz2 a 1464 y 1371 cm™, [f] 1020 cm™ al estiramiento de C-C, la flexién del -CH2
a 956 cm™[g], y [h] 712 cm™ al estiramiento C-CI (Nguyen, et al., 2018).

Las bandas vibracionales para BB, se muestras en la (llustracion 7B) corresponden a [A] 3304 cm™! asociada al
estiramiento del enlace (O-H) de los grupos (-OH) unidos intra e intermolecularmente presentes en el almidon y el
plastificante empleado. La banda a aproximadamente [B] 2912 y 2841cm™! corresponde al estiramiento de -CH en
grupos alifaticos metilo (-CHz), metileno (-CHz). El fuerte pico a [C] 1714 cm™ se atribuye al estiramiento vibracional
del grupo carbonilo (-C=0). Las bandas entre el rango de [D] 1400 a 1200 cm™! podrian atribuirse a multiples
modos de vibracion de flexion (-CH) y (-OH). Las bandas en [E] 1095y 1035 cm™ se pueden asignar a la vibracion
de estiramiento del enlace -C-O en los grupos funcionales (-C-O-C-). La banda a [F] 928 cm™representa vibracion
de flexion (C-O-H) desde el enlace glicosidico, y el pico a [G] 730 cm~indica una deformacion simétrica de (-CH
y CH) en el almidén (Otman, et al., 2021; Liang, et al., 2021).



En el caso particular de los dos bioplasticos evaluados, estos son materiales un poco mas complejos al tener
particulas (hojas y tallos) como relleno en sus matrices por ende al igual que BB, presentan los mismos tipos de
vibraciones a lo largo del espectro con la diferenciacion de la sefial [D] de 1400 a 1200 cm™ que se atribuyen a
multiples modos de vibracién de flexién (-CH) y (-OH) este solapamiento de sefiales puede atribuirse a la lignina.

Los cambios en los espectros de respuesta después del crecimiento de P. fluorescens sobre los materiales son
mas evidente para BP y BB, en el primer caso, se pasa de espectro correspondiente a un polimero lineal de
cadenas de carbono e hidrogeno a una matriz mas compleja en la zona de las 1800 a 600 cm™! este rango en
particular, es caracteristico de vibraciones mucho mas complejas de macromoléculas organicas en este caso
particular, lipidos, péptidos, nucleoides, entre otros (Quiles, et al., 2010). Como se menciond anteriormente, para
B(h) y B(t) al tener particulas lignocelulésicas estas matrices son mucho mas complejas, aunque propicias para el
crecimiento de la cepa no hay un cambio tan evidente en las sefiales, sin embargo, si un corrimiento como se
reporta mas adelante. Las biopeliculas son proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos, fosfolipidos y sustancias
extracelulares, por lo tanto, todos los espectros exhiben alrededor de los 3700 cm-! la aparicion de una sefial que
corresponde al enlace -P=0; una ventana de analisis entre los 1800 a 1300 cm! permitié observar la aparicion y
corrimiento de los enlaces tipo -C=0, N-H de deformacién y tensién, ademas, los cambios en para -CH y -CHa.
Estos tipos de vibracion asociados a las amidas |, amida Il y amida Ill, del tipo de enlace en las macromoléculas
de la biopelicula, ver tabla 3.

Tabla 3. Modos vibracionales para los enlaces de las biopeliculas depositas en los sustratos poliméricos
estudiados en la ventana de andlisis entre 1800 a 1300 cm*!

Materiales Modos vibracionales (cmY)
poliméricos vq C=0 vHO  vgN-H -CH,-CH, wviN-H
BP - blanco 1745 1645 - e e
BP 1722 1652 1533 1460 1359
BB - blanco 1718 1622 - 1406 -
BB 1720 1651 1550 1448 1371
B(h) — blanco 1703 1641 - 1404 -
B(h) 1752 1657 1542 1427 1351
B(t) — blanco 1714 1645 - 1422 -
B(t) 1768 1649 1539 1438 1333

Finalmente, la espectroscopia infrarroja determino la aparicién de bandas de vibracion asociadas a los tipos de
enlaces tipicos de las macromoléculas organicas que componen las biopeliculas en todos los materiales
estudiados. La presencia de enlaces P=0O son caracteristicos de la actividad de las fosfatasas, metabolitos
sintetizados por P. fluorescens para capturar el fosforo y otros minerales presentes en el medio, por otro lado,
los enlaces N-H se podrian atribuir a la produccién de metabolitos como la piocianina o fenanizas que son
compuestos nitrogenados sintetizados por el microorganismo.

4. Conclusiones

Mejorar la relacion de los plasticos con el medio ambiente es un reto que se debe asumir con firmeza ya que de
ello depende la calidad del medio ambiente en el futuro. Esta investigacion el estudio del crecimiento de la cepa
Pseudomona fluorescens sobre sustrato biopolimerico sintetizado a partir de almidon y residuos agroindustriales
de Manihot esculenta. Los resultados indicaron que fue posible aislar y caracterizar la cepa. Los resultados
demuestran que la cepa Pseudomona fluorescens crecié sobre bioplasticos sintetizados a partir de almidén y
residuos agroindustriales de Manihot esculenta como lo son hojas y tallos. Este experimento de crecimiento
determino que el tiempo maximo de fue a 48 horas con una densidad celular promedio de 18,6 x 108 UFC/ml para
todos los materiales en el orden de B(t), BP, BB, control y B(h). El porcentaje de pérdida de masa de BP y BB es
menor en ambos medios de estudio en comparacién con los resultados de B(h) y B(t) con 56 %y 52 %. Finalmente,
con la microscopia Optica a 10X antes y después se observd cambios en todas las muestras, la desaparicion de
algunas estructuras superficiales y la aparicién de una mayor densidad celular en todos los sustratos que se puede



traducir como presencia de una biopelicula adherida, la cual se asocia con la actividad microbiana. Dichas
biopeliculas podrian tener una excelente aplicacion ya que P. fluorescens por ser una Rizobacteria podria
metabolizar el almidon y a su vez sintetizar sustancias promotoras del crecimiento vegetal y de esta manera mitigar
el impacto negativo sobre el medio ambiente.

La espectroscopia infrarroja FTIR se puede emplear para el estudio de las interacciones entre la cepa
Pseudomona fluorescens y el sustrato. Con cambios notorios en materiales mas simples como BP y BB, sin
embargo, se hizo necesario el andlisis en el rango entre 1800 a 1300 cm, el cual permitié observar cambios del
espectro donde se identificaron sefiales correspondientes a los enlaces -P=0, va C=0 y N-H y vt N-H de
peptidoglucano, lipidos y fosfolipidos depositados como parte de la biopelicula en los materiales.

Los resultados coinciden con los esperados y reportados en la literatura, pero se necesitan investigaciones para
cuantificar el nivel de interaccion del microorganismo con el material y determinar los subproductos de la
degradacion. Adicionalmente se podrian comparar los resultados en condiciones de crecimiento deferente de
temperatura, pH, humedad y disponibilidad de nutrientes.
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