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RESUMEN
Los productos plasticos de un solo uso se utilizan por un periodo muy corto de tiempo o una sola vez antes de ser

desechados, y su acumulacion genera un gran impacto negativo en el medio ambiente. Entre las alternativas para
contrarrestar estos dafios se encuentra el disefio de nuevas tecnologias para la fabricacion y la utilizaciéon de
biomasa con potenciales propiedades de biodegradacion. Esta investigacion tiene como objetivo evaluar el
crecimiento de la cepa Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 sobre un bioplastico sintetizado a partir de residuos
del cultivo de yuca (Manihot esculenta) mediante la técnica de espectroscopia FTIR-ATR. La cepa se aisl6 y
estudio morfolégicamente, enseguida, los materiales se inocularon por 24 h a 35 °C tanto en medio liquido, como
en medio solido y, finalmente se evaluaron mediante FTIR en un rango de longitud de onda de (4000 — 600 cm™").
En conclusién, la observacién microscopica confirmé que S. cerevisiae es una levadura unicelular con una
morfologia especifica. El experimento en medio liquido permiti6 determinar que el tiempo maximo de mayor
crecimiento fue a las 24 h con una densidad celular promedio de 29 x 108 UFC/ml, y, la pérdida de peso fue mayor
en el B(h+t) con 18 %. Por ultimo, 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=0 y N-H y vy
N-H de peptidoglucano depositado como biopelicula en los diferentes materiales poliméricos.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, bioplastico, Manihot esculenta, espectroscopia FTIR-ATR,
biopelicula.

Study of the growth of S. cerevisiae on biopolymeric substrates of starch
and cassava crop residues

Abstract

Single-use plastic products are used for a very short period of time or once before being discarded, and their
accumulation generates a significant negative impact on the environment. Among the alternatives to counteract
these damages is the design of new technologies for the manufacture and use of biomass with potential
biodegradation properties. This research aims to evaluate the growth of the Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
strain on a bioplastic synthesized from cassava (Manihot esculenta) residues using FTIR-ATR spectroscopy. The
strain was isolated and morphologically studied, then the materials were inoculated for 24 h at 35 °C in both liquid
and solid media, and finally evaluated using FTIR in a wavelength range of (4000 — 600 cm™). In conclusion,
microscopic observation confirmed that S. cerevisiae is a unicellular yeast with a specific morphology. The
experiment in liquid medium allowed to determine that the maximum growth time was at 24 h with an average cell
density of 29 x 108 CFU/ml, and the weight loss was higher in the B(h+t) with 18 %. Finally, the evaluation through
FTIR allowed to observe changes throughout the spectrum and in the range of 1800 to 1300 cm™ where signals
corresponding to the vq4 C=0 and N-H bonds and vt N-H of peptidoglycan deposited as a biofilm on the different
polymeric materials were identified.



Keywords: Saccharomyces cerevisiae, bioplastic, Manihot esculenta, FTIR-ATR spectroscopy, biofilm.
1. INTRODUCCION

En la actualidad, el plastico es uno de los mas grandes contaminantes, la utilizacion excesiva de éstos ha
repercutido de manera negativa en el medio ambiente y la salud humana. Por su bajo costo en la produccion,
versatilidad y buenas propiedades mecanicas, estos materiales se convirtieron en una parte indispensable para
las distintas actividades del ser humano, reemplazando incluso al papel y al vidrio para algunas actividades
comerciales [1]. Sin embargo, su uso desmesurado se convirtié en un problema por el gran volumen de desechos
que genera y por ser un material no biodegradable [2]. En este orden de ideas, las alternativas que han surgido
para mitigar el dafio por plasticos de un solo uso, es el desarrollo de materiales de caracter bio-, ecoamigables o
materiales sintetizados a partir de procesos sustentables, es decir, que se produzcan a partir de biomasa y/o
desechos agroindustriales. Por ofra parte, que dentro de sus propiedades finales se descarte la degradacion por
agentes como luz solar, compost, entre otros. Los materiales biodegradables son susceptibles de degradacion por
actividad bioldgica, cuya degradacion estd acompafiada de una disminucion de su masa molar. Es decir, los
polimeros capaces de ser mineralizados (convertidos en compuestos inorganicos) mediante la accién de
microorganismos obteniendo como productos finales compuestos de carbono y agua [3].

Los bioplasticos son un tipo de plasticos biodegradables que se obtienen a partir de materias primas organicas, y
que llegan a ser biodegradables por microorganismos como bacterias, hongos, algas, entre otros. La ventaja que
ofrecen los bioplasticos es que amparan fuentes de energia no renovables como lo es el petréleo y disminuye el
problema cada vez mas dificil del manejo de desechos. Por otra parte, el almidén -utilizado como materia prima
en la produccidon de bioplasticos- es un polisacarido abundante, de bajo costo, renovable y totalmente
biodegradable que se encuentra en las plantas [4]. Brindan beneficios al planeta, ya que no contienen sustancias
quimicas perjudiciales, lo que les agrega gran importancia para el cuidado del planeta. Es posible aprovechar
residuos que se generan en grandes cantidades en los hogares, comercio de comidas y la industria, como es
almiddén de yuca, material que es desperdiciado debido a que no se conoce sobre su reutilizacion como materia
prima para la generacion de bioplasticos.

El cultivo de yuca ocupa la segunda posicion en importancia en toda la industria de producciéon de almidon. El
tubérculo en este caso es la raiz de la planta, pulpa y carnosa, y la cascara, dura y fibrosa. La yuca se esta
considerando como materia prima para la produccion de etanol. El altisimo contenido de almidén (< 20-30 % en
peso seco), alta productividad y alta tolerancia del cultivo a las sequias, la salinidad y al cambio climatico han
valorado a la yuca como un cultivo industrial ideal para bioprocesamiento y valor agregado para productos
quimicos industriales y otros bioproductos [5]. La agroindustria de almidén de yuca es una de las que esta
sélidamente establecida y ampliamente distribuida, especialmente en las zonas tropicales y subtropicales del
planeta. Se ha calculado que la produccion anual de raices de yuca excede los 250 millones de toneladas [6].
Estas raices se someten a procesos de transformacion para obtener almidén de yuca, un componente esencial
en la alimentacién que provee nutriciéon y contribuye a garantizar la seguridad alimentaria en numerosos paises
alrededor del mundo [7].

Se ha comprobado que los plasticos elaborados a partir de almidén de yuca presentan caracteristicas mecanicas
y térmicas similares a las del plastico tradicional, ademas de ser biodegradables en condiciones adecuadas. La
variedad de productos obtenidos estd vinculada al granulo del almidén a través de procesos enzimaticos y
fisicoquimicos que provocan alteraciones moleculares y modifican algunas de sus propiedades. Debido a sus
atributos nutricionales y funcionales, este almidon se emplea principalmente para transformar la materia prima en
alimentos, textiles, papel, cosméticos y productos farmacéuticos [8]. El proceso de produccion de bioplasticos a
partir del almidon de yuca generalmente implica la extraccion del almidén de la raiz de la yuca, seguida de la
mezcla del almidén con otros componentes para mejorar las propiedades mecanicas y de degradacién del material
resultante. Estos componentes pueden incluir plastificantes, como el glicerol, y agentes de refuerzo como fibras
naturales o nanomateriales.

En cuanto a las propiedades mecanicas, los plasticos biodegradables de yuca tienen una resistencia y flexibilidad
similares a los plasticos convencionales, lo que los hace adecuados para una amplia gama de aplicaciones, como



envases, bolsas y utensilios desechables. No obstante, estos plasticos biodegradables tienen una limitacion
importante en cuanto a su capacidad de resistir altas temperaturas, lo que acota su uso en aplicaciones. Los
plasticos biodegradables a partir de la yuca son una alternativa prometedora a los plasticos convencionales, por
su biodegradabilidad, ser no toxicos y poseer propiedades mecanicas similares al plastico. A pesar de esto, todavia
hay desafios en su produccion y uso, como la necesidad de mejorar su capacidad de resistir altas temperaturas
[91.

S. cerevisiae es un organismo modelo, una herramienta valiosa para todos los aspectos de la investigacion basica,
pero a diferencia de otros microorganismos modelo, como Escherichia coli 0 Caenorhabditis elegans, S. cerevisiae
es también una especie muy valiosa para una variedad de aplicaciones industriales. La utilidad biotecnolégica de
S. cerevisiae reside en sus caracteristicas bioldgicas Unicas, es decir, su capacidad de fermentacion, acompanada
de la produccion de alcohol y COz2 y su resiliencia a condiciones adversas de osmolaridad y pH bajo. Entre las
aplicaciones mas destacadas que implican el uso de S. cerevisiae, se encuentran las industrias de produccion de
alimentos, bebidas -especialmente vino- y biocombustibles [10]. En el caso de los bioplasticos, el crecimiento de
microorganismos que promuevan la degradacién, se ha convertido en un tema de gran interés debido a su
potencial para mitigar los problemas ambientales asociados con los plasticos derivados del petréleo. Actualmente,
existen diferentes estrategias para la biodegradacion de bioplasticos, incluyendo Ila utilizacion de
microorganismos, enzimas y procesos fisicoquimicos [11].

En general, aunque se han realizado importantes avances en el estudio del crecimiento de microorganismos sobre
sustratos biopolimericos, aun existen desafios importantes que deben ser abordados, como la eficiencia de la
degradacion, la viabilidad econémica de los procesos y la necesidad de infraestructuras adecuadas para la
recoleccion, reciclaje y eliminacion de los residuos de bioplasticos. Ademas, es importante tener en cuenta que la
biodegradacion no siempre es una solucion viable para el tratamiento de los residuos de bioplasticos, y que la
reduccién del consumo y la produccion de plasticos en general siguen siendo una prioridad para mitigar los
problemas ambientales asociados con el plastico. El presente trabajo busca evaluar las caracteristicas del
crecimiento de S. cerevisiae en sustratos biopolimericos (almidon y biomasa residual de cultivos de yuca) a
diferentes relaciones, mediante la técnica de espectroscopia FTIR-ATR (espectroscopia de Infrarrojo con
transformada de Fourier) en un rango de evaluacion entre 4000 — 600 cm-".

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Caracterizacién y aislamiento

2.1.1. Aislamiento en medio sélido:

La cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, suministrada por el laboratorio de docencia en microbiologia
de la Universidad Santiago de Cali, se aisl6 a través de un medio de cultivo sélido siguiendo el procedimiento
detallado a continuacion. Se realizd una siembra por agotamiento de S. cerevisiae ATCC 9763 en agar Sabouraud.
Posteriormente, se incubd a 37 °C en condiciones de aerobiosis durante 24 horas.

2.1.2. Caracterizacion de la cepa

Una vez se obtuvo el aislamiento de la cepa de trabajo, se procedié a realizar una caracterizacién a nivel
microscopico mediante la tincion de Gram. En este proceso, se extrajo una pequefia cantidad de colonia del
aislamiento de S. cerevisiae y se depositd en el centro de un portaobjetos previamente limpio. Para la fijacion, el
portaobjetos con el frotis se sometid a la accion de una llama de mechero Bunsen, y luego se procedi6 a realizar
la tincién primaria empleando cristal violeta durante un minuto, seguido de un suave lavado con agua para eliminar
el exceso de colorante. Subsecuentemente, se cubrid el frotis con solucion de lugol durante un minuto y se efectud
otro lavado. La decoloraciéon se llevd a cabo mediante el uso de alcohol acetona durante unos segundos v,
finalmente, se recubri6 el frotis con safranina durante un minuto. Para la observacién microscépica de la levadura,
se utilizé aceite de inmersion para el objetivo 100 X y un microscopio digital equipado con una camara OLYMPUS
EP50.

2.2. Evaluacién de crecimiento sobre sustrato polimérico

2.2.1. Preparacion del inéculo estandarizado



El inéculo de S. cerevisiae se estandarizé6 mediante la escala de McFarland utilizando espectrofotometria a una
longitud de onda de 625 nm, con el patron de referencia 0,5 correspondiente a una suspension homogénea de 1,5
x 108 UFC/ml. Para ello, se tomaron varias asadas del cultivo de S. cerevisiae previamente aislada y se suspendié
en un tubo de ensayo con caldo de Sabouraud verificando la turbidez y haciendo una comparacion de manera
cualitativa y cuantitativamente (por espectrofotometria) con el patrén 0,5 que se encuentra entre el rango 0,08 a
0,13 nm, para llevar a cabo los ensayos de crecimiento y verificar como se comportan los sustratos biopolimericos
con el microorganismo en funcién del tiempo y la densidad 6ptica.

2.2.2. Preparacion del sustrato de polimérico

Los sustratos poliméricos, que incluyen (i) Bolsa plastica (BP), (ii) Bolsa biodegradable comercial (BB) vy (iii)
Bioplastico (hojas + tallo) (B(h+t); se cortaron en areas aproximadas de 1,0 cm? mediante cuchillas estériles. Esta
manipulacion se llevd a cabo meticulosamente, siguiendo protocolos asépticos puesto que no se considerd
apropiado el empleo de la autoclave para esterilizar estos sustratos dada su capacidad limitada para resistir tanto
el calor como la presién, lo que podria provocar deformaciones o deterioros en el material por su naturaleza
particular. Por consiguiente, se opt6 por someter los sustratos a una exposicion de aproximadamente 1 hora a luz
ultravioleta, con el objetivo de garantizar en la medida de lo posible, la eliminacion de cualquier contaminacion
microbiana en estos materiales teniendo en cuenta su naturaleza bioldgica. Seguidamente, se colocaron los
sustratos en un horno a una temperatura de 70 °C hasta que alcanzaron un peso constante. Se registro el peso
tanto antes de iniciar el experimento como al finalizarlo, con el fin de llevar a cabo una valoracién gravimétrica del
material.

2.2.3. Evaluacion de crecimiento en medio sélido

El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, se realizd en el medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar,
compuesto principalmente de peptona y dextrosa (glucosa) como fuentes de nutrientes. Con el fin de asegurar la
precisiéon de los resultados, todos los analisis se realizaron por triplicado. El control positivo se establecio
inoculando la levadura en el medio de cultivo, mientras que el control negativo consistié en el medio de cultivo con
la inclusién solamente del sustrato polimérico. A partir del indculo estandarizado, se realizé una siembra masiva
empleando un hisopo para asegurar una distribucién uniforme. Posterior a esto, los sustratos, previamente
esterilizados, cortados y pesados, se dispusieron sobre la superficie del agar y se incubaron a 37 °C durante un
periodo de 24 horas.

2.2.4. Evaluacion de crecimiento en medio liquido

Para el crecimiento de S. cerevisiae en medio liquido, se emplearon tubos de ensayo que contenian 9 ml de caldo
Sabouraud. En estos tubos, se afiadié 1,0 ml del inéculo junto con 1,0 cm? del sustrato biopolimérico. La
concentracion de microorganismos en el medio liquido se determind mediante la toma de alicuotas cada 4 horas
durante un periodo de 2 dias, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 625 nm. Al concluir el
experimento, todas las muestras de los tratamientos se sometieron a un proceso de deshidratacién en un horno a
70 °C hasta alcanzar un peso constante. Esto se llevo a cabo con la finalidad de eliminar la humedad y calcular la
variacion de peso desde el inicio hasta la conclusion del experimento.

2.3. Valoracidén gravimétrica del material

Esta técnica es una manera sencilla y eficaz para medir la biodegradacion de los polimeros mediante la pérdida
. s o o P . .

de peso. Para realizar el analisis, se utiliza la siguiente ecuacion: P—Cx 100 En donde Pf: Peso Final y Pi: Peso

inicial.

2.4. Evaluacion del crecimiento S. cerevisiae sobre los sustratos poliméricos por Espectroscopia de
Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La interaccion entre el crecimiento del microorganismo y el sustrato biopolimérico, se analizaron mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada (FTIR-ATR),
mediante el uso de un espectrofotometro IRAffinity-1S (Shimadzu Co, Kyoto, Japén), en el rango de 4000 a 600
cm', con una resolucién de 4 cm-', apodizacién Box-car y 16 scan. Todas las muestras se analizaron por
quintuplicado.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de las diferentes condiciones de siembra contribuyé a la caracterizaciéon completa de la cepa S.
cerevisiae. La Figura 1, el mmedio de cultivo corresponde al agar Sabouraud sin inocular (control), seguido de una
siembra por agotamiento para la caracterizacion macroscopica y microscoépica de las colonias a partir de un cultivo
puro para la posterior masificacion de S. cerevisiae ATCC 9763 a partir de una siembra masiva (explicacién
corresponde a las imagenes de izquierda a derecha).

Siembra en medio sélido de agar Sabouraud
S. cerevisiae ATCC 9763

Control Aislamiento Siembra masiva

Figura 1. Siembra en medio sélido de agar Sabouraud S. cerevisiae ATCC 9763. Fuente: Elaboracién propia.

En el entorno controlado del medio de control, se proporcionaron las condiciones estandar para el crecimiento de
S. cerevisiae, permitiendo un crecimiento saludable y bien establecido. La siembra en medio sdélido de agar
Sabouraud para aislamiento revel6 la capacidad de la cepa para colonizar y prosperar en condiciones mas
selectivas, evidenciada por la presencia de colonias aisladas. Esto indicé la capacidad de la cepa para competir y
sobrevivir en entornos especificos. En la siembra masiva, la cepa enfrenté una competencia en la busqueda de
recursos y espacio. Se observé un crecimiento robusto, demostrando su capacidad de adaptacién a condiciones
mas desafiantes.

La siembra en medio liquido Sabouraud, Figura 2, permiti6 un crecimiento en un entorno mas dinamico y
homogéneo. Se buscaba una respuesta que reflejara la adaptabilidad de la levadura a condiciones liquidas,
relevantes para la formacién de biopeliculas. La siembra en medio liquido simulaba condiciones mas cercanas a
las que la levadura encontraria al interactuar con los diferentes materiales. La diferencia en las respuestas de
crecimiento entre el medio de control y el medio liquido indicé la capacidad de la cepa para adaptarse a diferentes
entornos. La evaluaciéon de la cepa en medios liquidos fue crucial para comprender su comportamiento en
condiciones que podrian imitar mejor la realidad de su interaccién con sustratos poliméricos. Estos resultados
permitieron tener patrones de referencia para contextualizar los resultados observados en los sustratos
biopoliméricos, especialmente en términos de la formacién de biopeliculas y la capacidad de metabolizar sustratos
derivados de desechos de cultivos de yuca. La discusion de la formacion de biopeliculas se enriquece al considerar
la capacidad de la cepa para colonizar y adaptarse en diferentes condiciones como se detalla mas adelante.

Control Inoculo en caldo Sabouraud

Figura 2. Siembra en medio liquido, el control corresponde a caldo Sabouraud sin inocular y medio inoculado con
la levadura S. cerevisiae ATCC 9763. Fuente: Elaboracion propia.



La caracterizacién microscépica de Saccharomyces cerevisiae mediante la tincién de Gram, como se ilustra en la
Figura 3, proporcioné una comprension detallada de la morfologia celular de esta levadura. Bajo la tincion de
Gram, las células de S. cerevisiae captaron un color purpura propio de las bacterias Grampositivas, debido a la
retencion del cristal violeta en su pared celular [12-13]. Se evidencié que las levaduras son esféricas u ovaladas,
con un diametro de aproximadamente 4 a 6 micrometros, rasgos distintivos e importantes para su identificacion.
Ademas, se observo la capacidad de S. cerevisiae para desarrollar estructuras como pseudohifas, las cuales, son
cadenas de yemas (gemantes) alargadas, o blastoconidios; las tabicaciones entre células se constrifien y
desarrollan bajo condiciones especificas, como capacidad de adaptacion [14].

to solido

Medio de
crecimien

do

iqui

iento li

Medio de
crecimien

Figura 3. Caracterizacién de S. cerevisiae por tincion de Gram tanto en medio sélido como liquido. Fuente:
Elaboracién propia.

Los resultados exhibidos en la Figura 4. Muestra que una vez incubadas las placas y pasadas las 24 horas se
presentd un crecimiento del microorganismo en toda la placa. BP y BB tanto en medio sélido como en medio
liquido, conservaron las propiedades estructurales mientras que el B(h+t) presenté cambios en la consistencia del
sustrato con una textura mas blanda.

Este fendbmeno sugiere alteraciones en la matriz polimérica del material, posiblemente relacionadas con procesos
de degradacién parcial o modificaciones en la estructura molecular, los cuales podrian ser atribuidos a la actividad
metabdlica de S. cerevisiae en interaccidn con el sustrato biopolimérico. Esta transformacién en la consistencia
de biomateriales podria ser el resultado de procesos microbiolégicos que implican la liberacién de enzimas
extracelulares y metabolitos, conduciendo a cambios fisicos observables en el material a nivel macroscépico [15].



Medio de crecimiento sdélido Medio de crecimiento liquido
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Figura 4. Crecimiento de S. cerevisiae en presencia de los sustratos poliméricos en medio sélido y liquido.
Fuente: Elaboracién propia.

Los datos reportados en la Tabla 1 y Figura 5, muestra los resultados obtenidos de la evaluacion del crecimiento
de S. cerevisiae en medio liquido utilizando diferentes sustratos poliméricos, comparando los resultados con un
control positivo. Los datos presentados muestran las absorbancias y densidades celulares a lo largo del tiempo
para cada sustrato.

Para el control positivo, se observa un crecimiento significativo de S. cerevisiae a lo largo del tiempo. La
absorbancia y la densidad celular aumentan de manera constante hasta alcanzar un pico a las 24 horas.
Posteriormente, se observa una disminucién en la absorbancia y densidad celular, indicando posiblemente una
fase estacionaria o de declive celular.

Tabla 1. Valores del crecimiento de S. cerevisiae en medio liquido del control positivo y los sustratos poliméricos
en funcién del tiempo, las absorbancias y la densidad celular, basados en la escala de McFarland.

Control positivo Bolsa plastica Bolsa blodeg.r adable Bioplastico (h+t)
comercial
oo | | G| e | e | e | St | | g
0 0,037 0,1 0,055 0,4 0,053 0,4 0,048 0,3
4 0,153 2,1 0,170 2,4 0,176 2,5 0,177 2,5
8 0,548 8,8 0,440 7,0 0,517 8,3 0,515 8,2
12 | 1,443 24,0 1,420 23,6 1,430 23,8 1,366 22,7
24 | 1,718 28,7 1,845 30,9 1,736 29,0 1,654 27,6
28 | 1,614 26,9 1,832 30,6 1,727 28,8 1,714 28,6
32 | 1,257 20,9 1,734 29,0 1,513 25,2 1,435 23,9
36 | 0,736 12,0 0,862 14,1 0,445 7,0 0,561 9,0
48 | 0,342 5,3 0,533 8,5 0,255 3,8 0,255 3,8
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Figura 5. Curva de crecimiento en funcion del tiempo y la densidad celular del control positivo y los sustratos
poliméricos. Fuente: Elaboracién propia.

El B(h+t) muestra una caracteristica ventajosa notable al mantener una tasa de crecimiento constante y estabilidad
en la formacion de biopeliculas. La disminucién menos pronunciada después de las 32 horas sugiere una
interaccion sostenible entre S. cerevisiae y este sustrato, destacando su idoneidad para aplicaciones
biotecnoldgicas sostenibles. Los resultados apuntan a la importancia de la eleccion del sustrato en la capacidad
de S. cerevisiae para crecer y formar biopeliculas.

La BP y BB muestran una tendencia a la disminucién mas marcada, lo que podria afectar su viabilidad a largo
plazo. La formacion de biopeliculas, aunque no evaluada directamente en los datos numéricos, puede relacionarse
con la estabilidad observada en la absorbancia y densidad celular. La estabilidad podria indicar una interaccion
sostenida entre el sustrato y la levadura. En general, el B(h+t) destaca como un sustrato prometedor mostrando
ventajas en términos de estabilidad y sostenibilidad en el crecimiento de S. cerevisiae. Se destaca la capacidad
de S. cerevisiae para crecer y metabolizar sustratos biopoliméricos derivados de desechos agroindustriales de
cultivos de yuca [16]. De manera mas general, estos resultados indican que el B(h+t) presenta ventajas notables
en comparacion con otros sustratos evaluados. Podemos concluir que todos los sustratos promueven el
crecimiento de S. cerevisiae, siendo mas pronunciado en las primeras 24 - 32 horas. En resumen, el Bioplastico
(h+t) presenta ventajas en términos de una tasa de crecimiento sostenida, densidad celular relativamente alta y
una tendencia a la estabilidad, lo que lo hace un muy buen candidato para aplicaciones microbioldgicas y
biotecnoldgicas.

La investigacion proporciond una caracterizacion precisa de la cepa de levadura S. cerevisiae, evalud su
desempefio en materiales poliméricos y biopolimericos y analizdé la interaccién sustrato-microorganismo,
contribuyendo al entendimiento de las capacidades metabdlicas de S. cerevisiae en entornos biopolimericos y
destacando el potencial del B(h+t). Adicionalmente, es importante tener en cuenta aspectos clave como el
metabolismo especifico, que nos permite entender la posible influencia de los componentes especificos de cada
sustrato biopolimérico en las vias metabdlicas de S. cerevisiae; cémo la levadura podria estar aprovechando
distintos nutrientes presentes en los sustratos, generando asi variaciones en el crecimiento [17]. Es importante
también profundizar en las posibles razones detras de las desaceleraciones observadas en el crecimiento después
de ciertos periodos, para examinar factores como agotamiento de nutrientes, acumulacion de productos
metabdlicos o cambios en la composicidon del medio. Un analisis de estrés ambiental, por otro lado, permitiria
conocer la posibilidad de que algunos sustratos puedan imponer cierto estrés a la cepa, detallando como la
levadura responde a estos factores [18].



Por otra parte, se realizé una caracterizacion visual a una resolucion de 10x pasadas 24 horas, tanto en el medio
so6lido como en el liquido. Se tomdé como referencia el material sin inocular y posterior a ello la comparacion en los
diferentes medios, como se puede observar en la figura 6; se observé cambio a lo largo de todos los materiales
con un cambio considerable en opacidad y la posible formacién de una capa en la superficie de todos los sustratos,
evento mas notorio en medio liquido. Esta capa puede ser estudiada como la formacion de una biopelicula. Las
biopeliculas son comunidades microbianas que se desarrollan en superficies y pueden causar cambios visuales y
estructurales en los materiales, es posible que la levadura S. cerevisiae haya producido enzimas o metabolitos
que descompusieron los materiales [19]. En el caso particular de BB y B(h+t) lo que indica es la capacidad de
utilizar el almidon de maiz como fuente de carbono.

Microscopia 6ptica 10x

Muestras 24 horas después de la inoculaciéon

referencia medio sélido medio liquido

B(h+t)

Figura 6. Microscopia optica de los sustratos poliméricos 24 horas después de la inoculacién en medio liquido y
solido. Fuente: Elaboracion propia.



Como se menciono en la metodologia, se empled la gravimetria con el objetivo de explorar la capacidad de
crecimiento de S. cerevisiae en estos sustratos y su influencia en la pérdida de peso. Los datos se registraron en

la tabla 2.

Tabla 2. Valoracién gravimétrica de los sustratos poliméricos mediante la pérdida de peso.

Muestra Peso inicial (g)

Peso final (g)

Porcentaje de pérdida
de peso (%)

2 ,BP 0,0042 + 0,0003  0,0039 + 0,0002 8,3
()

£ 1;’ BB 0,0033 + 0,0002  0,0031 + 0,0002 5,1
® “ B(h+) 0,0466+0,0009 0,0381 +0,0006 18,2
§ o BP 0,0045 + 0,0002  0,0038 + 0,0004 15,5

e

2 5BB 0,0034 +0,0004  0,0029 + 0,0006 15,0
2 = B(h+t) 0,0453+0,0006 0,0366 + 0,0023 19,2

En el medio sdlido BP y BB mostraron una pérdida de peso del 8,3 % y 5,1 % respectivamente, sin embargo, |
B(h+t) exhibié la mayor pérdida de peso, alcanzando un 18,2 %. Este resultado sugiere un crecimiento mas
significativo de S. cerevisiae en el bioplastico en comparacién con los otros materiales. La naturaleza del
bioplastico sintetizado a partir de almidén lo convierte en una fuente potencial de carbono y energia para las
levaduras. La alta pérdida de peso observada en B(h+t) apunta a la utilizacion de este material como sustrato
nutricional. Es relevante destacar que la pérdida de peso, aunque no es un indicador directo de biodegradacion,
proporciona evidencia de la capacidad de S. cerevisiae para utilizar estos materiales poliméricos como fuentes de
carbono y energia [20].

En el medio liquido, se observaron patrones de pérdida de peso y crecimiento similares a los del medio sélido, lo
que respalda la hipotesis de que S. cerevisiae puede degradar y utilizar estos materiales en condiciones tanto
soélidas como liquidas. En el caso especifico del medio liquido, el sistema completo es un entorno mas homogéneo
donde la superficie de contacto es mayor y la levadura podria haber tenido un acceso mas facil a los nutrientes
presentes en el, como consecuencia los porcentajes de pérdida de peso aumentaron a 15,5 % 15,0 % y 19,2 %
respectivamente para los materiales.

Los resultados sugieren que la interaccion microorganismo-material esta relacionada con la perdida de peso de
los sustratos por procesos de degradacién que empiezan con la formacién de estructuras multicelulares sobre la
superficie de los materiales llamadas biopeliculas. La capacidad de S. cerevisiae para metabolizar sustratos de
naturaleza bio- resalta su potencial en la gestion de residuos, especialmente aquellos derivados de desechos
agroindustriales, lo cual es un indicador posibles aplicaciones en la biodegradacion y aprovechamiento de residuos
a través de la actividad metabdlica de la levadura, posicionando a la levadura como un candidato prometedor para
estrategias sostenibles de biodegradacion y aprovechamiento de residuos organicos.

3.1 Analisis de crecimiento de S.cerevisiae sobre sustratos poliméricos mediante espectroscopia de
infrarrojo FTIR-ATR

La formacion de biopeliculas en Saccharomyces cerevisiae es el primer paso clave en la creacion de estructuras
multicelulares llamadas biofilms. Inicia cuando las células de levadura se pegan a una superficie solida, ayudadas
por proteinas de su superficie y adhesinas. Una vez unidas, las células generan una especie de pegamento
biolégico compuesto por sustancias como polisacéridos y proteinas. Esto mantiene unidas a las células y les
permite trabajar juntas. Este biofilm actia como una plataforma para que la comunidad de levadura crezca y se
desarrolle con diferentes células asumiendo funciones especificas. Ademas de su funcién estructural, el biofilm
protege a las células de condiciones dificiles y las hace mas resistentes a sustancias antimicrobianas [21].

El estudio de las biopeliculas es fundamental, ya que una vez establecidas, se pueden aprovechar en aplicaciones
practicas, como promover el compostaje de materiales biodegradables. Este enfoque no solo reduce la cantidad
de residuos, sino que también ayuda a gestionar los desechos organicos de una manera mas amigable con el



medio ambiente, mejorando la circulacién de nutrientes en la naturaleza. Cuando las biopeliculas estan presentes
también pueden desempefiar un papel en la mejora de la calidad del suelo. Las comunidades microbianas dentro
de estas biopeliculas pueden acelerar la descomposicion de materiales biodegradables en el suelo, liberando
nutrientes esenciales para las plantas y, en ultima instancia, mejorando la fertilidad del suelo. Este conocimiento
no solo es valioso en la gestion de residuos, sino que también tiene un impacto positivo en la agricultura y en la
sostenibilidad ambiental en general [22].

El estudio de crecimiento de la cepa S. cerevisiae sobre distintos sustratos poliméricos mediante espectroscopia
infrarrojo inicio con la comparacion entre los sustratos poliméricos de referencia (blanco) y el analisis de los
espectros después de la inoculacion por 24 horas en cada caso. Esta técnica, permite el analisis de las muestras
de manera sencilla; es versatil, no destructiva, se puede aplicar independientemente del estado, es decir, si son
solidas, liquidas, gaseosas, fibras, polvos, entre otras. Los espectros de infrarrojo son el resultado de someter la
muestra a radiacion infrarroja para provocar alteraciones en los modos vibracionales de las diferentes moléculas,
los cuales son uUnicos para cada tipo de enlace en alguna parte del espectro electromagnético. De esta manera
los espectros de IR se pueden usar como “huellas dactilares” en la identificacion de muestras desconocidas
mediante la comparacion con espectros de referencia.

En este orden de ideas, el analisis de crecimiento de este tipo de organismos sobre los distintos sustratos
polimeros busca entonces lograr identificar sefiales que permitan inferir la formacién de biofilm sobre ellos como
primer paso para la colonizacion y posterior desarrollo de procesos de degradacion [23]. La Figura 7 muestra la
comparacion entre los espectros de infrarrojo blancos y después estar en contacto con la cepa S. cerevisiae, para
cada uno de los tres materiales. En cada caso de los espectros referencia se procedio a realizar la asignacion de
las sefales de vibracion correspondiente.

Las bandas de vibracién para BP, ver Figura 7A, empleada como referencia, corresponde a PVC flexible, es decir,
en la manufactura de este tipo de materiales se suele adicionar sustancias plastificantes como el DOP también
conocido como ftalato de dioctilo, este reactivo mejora las propiedades mecanicas de traccion y flexion, ademas,
de la estabilidad al calor y a la luz ultravioleta. Por lo tanto, el espectro exhibe las bandas caracteristicas del PVC
(policloruro de vinilo) como: (1,2) 2912 y 2843 cm™ (estiramiento de -CH y -CHz2), (3,4)1464 y 1371 cm™ (flexion
de -CH y -CH2), (5) 1020 cm™" (estiramiento de C-C), (6) 956 cm™ (flexion -CHz), y (7) 712 cm™" (estiramiento C-
Cl) [24]. Del plastificante al ser un ftalato se espera la vibracion de tensién correspondiente al grupo carbonilo
(C=0)en (8) 1745 cm™"y (9) 1216 cm™ del enlace (-C-O-C) [25].

En el caso de BB, ver Figura 7B, la banda de absorcién a aproximadamente (1*) 3304 cm™ esta asociada con la
vibracién de 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 (2*) 2912 y 2841cm™ corresponde a la
vibracién de estiramiento del enlace (-CH) en grupos alifaticos metilo (-CHs), metileno (-CHz2). El fuerte pico a (3%)
1714 cm™ se atribuye al estiramiento vibracional del grupo carbonilo (-C=0). Las bandas entre el rango de (4*)
1500 a 1300 cm™' podrian atribuirse a multiples modos de vibracion de flexién (-CH) y (-OH). Las bandas en (5%)
1095 y 1035 cm™' se pueden asignar a la vibracion de estiramiento del enlace -C-O en los grupos funcionales (-C-
O-C-). La banda a (6*) 928 cm™' representa vibracion de flexion (C-O-H) desde el enlace glicosidico, y el pico a
(7*) 730 cm™"indica una deformacion simétrica de (-CH y CH2) en el almidon [26,27].

Por otra parte, B(h+t), ver figura 7C, los materiales de naturaleza biopolimerica muestran sefales similares
alrededor de (a) 3304 cm™" asociada con la vibracion de estiramiento del enlace (O-H) de los grupos (-OH) unidos
intra e intermolecularmente presentes en el almidén y el plastificante empleado, para los enlaces -CH y -CH:z a
2915 cm™ (b), (c) 1714 cm™" se atribuye al estiramiento (-C=0), la banda a (d) 1420 cm™ corresponde a la vibracién
de flexion de los grupos -CHz y -CH, en la region de 1300 a 600 cm-1 la asignacién para sustratos tan complejos
es mas dificil pero se reporta que en la literatura la vibracion de la cadena lateral de la glucosa (-CH2-OH) a 1346
cm™, en la piranosa el enlace (C-0O) a 1170 cm™, (C-C) a 1079 cm™' y la vibracion de flexién (C-O-H) a 992 cm’
desde el enlace glicosidico [28,29,30,31,32].

Para los espectros de respuesta después del crecimiento de la cepa, el BB hace un cambio radical en el espectro,
todas las sefiales desaparecen mostrando un cambio en dos rangos 1700 a 1400 cm™, y alrededor de los 1100
cm™'. El cambio en el espectro de B(h+t) no es tan perceptible dado la complejidad del material. Sin embargo, el
rango espectral donde se observaron los cambios mas notables para todos los materiales fue entre 1800 a 1300



cm™, ver tabla 3, lugar en donde se espera la vibracion del enlace para los enlaces (-N-H) y del grupo carbonillo
(-C=0) de enlaces amida y amina propias de moléculas como lipidos, aminoacidos, péptidos, fosfolipidos
presentes en una biopelicula. En este rango es posible concluir que las sefiales en el espectro de respuesta para
B(h+t) exhibié un corrimiento de maximos a longitudes de onda mas propias de las moléculas anteriormente
mencionadas [33].
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Figura 7. Analisis de crecimiento por espectroscopia de infrarrojo FTIR para la comparacion de espectros de
materiales referencia “blancos” y materiales después del contacto con S. cerevisiae A) BP, B) BB y C) B(h+t).
Fuente: Elaboracién propia

4. CONCLUSIONES

Se logro aislar y caracterizar la cepa Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en dos medios de cultivo y
corroborado mediante tincién de Gram e imagenes opticas. Fue posible demostrar el crecimiento de la cepa sobre
tres materiales de estudios Bolsa plastica, Bolsa biodegradable y Bioplastico (hojas + tallo); en medio de cultivo
liquido se evalud la cinética de crecimiento para el microorganismo y las muestras siendo exponencial en un
periodo de 24 - 28 horas con una densidad celular cercana a 29 x 108 UFC/ml. Por otra parte, las imagenes de
microscopia optica brindaron informacién respecto a la deposicién de una capa sobre la superficie de los
materiales que sugiero la formacion de una biopelicula que seria el primer paso de colonizacién microbiana y
posiblemente el comienzo de procesos de degradacion. Esta hipétesis se respald6 con la determinaciéon del
porcentaje de perdida de masa, el cual fue mayor en el material de interés B(h+t); por su naturaleza biopolimerica
este material tiene las condiciones adecuadas para que la cepa pueda metabolizarlo. Aunque los resultados son



alentadores, se reconocen posibles desafios y areas de incertidumbre. Estos podrian incluir la necesidad de
optimizacién de condiciones de cultivo, andlisis mas detallados de productos metabdlicos y una comprension mas
profunda de la regulacion génica en presencia de estos sustratos. La herramienta de espectroscopia infrarroja
FTIR se puede emplear como para el estudio de las interacciones quimicas entre sustrato y microorganismos con
a lo largo del espectro, sin embargo, el rango entre 1800 a 1300 cm™" permiti6 observar cambios del espectro
donde se identificaron sefiales correspondientes a los enlaces va C=0 y N-H y vt N-H de peptidoglucano
depositado como biopelicula en los materiales.

Este estudio contribuye a la comprension general de la capacidad de S. cerevisiae para interactuar con sustratos
biopolimericos, abriendo la puerta a futuras investigaciones que podrian profundizar en aspectos especificos de
la respuesta metabdlica y genética de la levadura. En resumen, los resultados de este estudio respaldan la
hipétesis inicial y proporcionan una base sélida para avanzar en investigaciones adicionales y aplicaciones
practicas en el ambito de la microbiologia y la biotecnologia. La adaptabilidad y eficiencia demostradas de S.
cerevisiae en este contexto especifico ofrecen perspectivas emocionantes para el desarrollo de estrategias
sostenibles y eficaces en la gestion de residuos biopolimericos. De forma global y satisfactoria, los resultados se
orientan en respaldar y responder de forma positiva a la pregunta de investigacion formulada previamente a este
estudio: 4 Tiene S. cerevisiae la capacidad de crecer y metabolizar sustratos biopolimericos elaborados a partir de
los desechos agroindustriales de cultivos de yuca? Si, la tiene.
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